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Abstract of WO 9626270 (A1) 

Double-stranded DNA molecules characterised in that they are circular and in that they essentially 

include one or more genes of interest. 
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molecules; d adn. preparation et utilisation en 

THERAPIEGENTOIIR 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie en 
introduisant une information gen6tique dans la celltde ou Torgane affecte. Cette 
5 information peut etre introduite soit jn vitro dans xine cellule extraite de Torgane et 
ensuite reinjectee dans Torganisme, soit jn vivo , directement dans le tissu vise. 
S'agissant d'une molecule de haut poids moleculaire et de charge negative. TADN a des 
difficultes pour traverser spontanement les membranes cellulaires phospholipidiques. 
Differents vecteurs sont done utilises afin de permettre le transfert de gene : les 

10 vecteurs viraux d'une part, les vecteurs chimiques et/ou biochimiques, naturels ou 
synthetiques, d'autre part. Les vecteurs viraux (retrovirus, adenovirus, virus adeno- 
associes,...) sont tres efficaces, notamment pour le passage des membranes, mais 
presentent un certain nombre de risques tels que la pathogenicite, la recombinaison» la 
replication, Timmunogenicite, ... Les vecteurs chimiques et/ou biochimiques permettent 

15 d'eviter ces risques (pour revues, voir Behr, 1993, Gotten et Wagner, 1993). Ce sont 
par exemple des cations? (phosphate de calcium, DEAE-dextran,...) qui agissent en 
formant des precipites avec TADN, lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules, 
n peut egalement s'agir de liposomes dans lesquels I'ADN est incorpore et qui 
fusionnent avec la membrane plasmique. Les vecteurs synthetiques de transfert de 

20 genes sont generalement des lipides ou des polymeres cationiques qui complexent 
TADN et forment avec lui une particule portant des charges positives en siuf ace. Ces 
particules sont capables d'interagir avec les charges negatives de la membrane 
cellulaire. puis de franchir celle-ci. On peut citer comme exemples de tels vecteurs le 
dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS, TransfectamTM) ou le chlorure de N-[l- 

25 (2,3-dioleyloxy)propyll-N,N,N-trimethylammonium (DOTMA, LipofectinTM). Des 
jiroteines chimeres ont aussi ete developpees : elles sont constitutes d'lme panie 
polycationique qui condense I'ADN, liee a im ligand qui se fixe sur un recepteur 
membranaire et entraine le complexe dans les cellules par endocytose. D est ainsi 
theoriquement possible de "cibler" im tissu ou certaines populations cellulaires, afin 

30 d*ameliorer la biodisponibilite iQ vivo du gene transfere. 
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Toutefois. rutiUsation de vecteurs chimiques eVou biochimiques ou d'ADN nu 
impUque la possibiUt6 de pnxluire des quantites impoitantes d'ADN de purete 
pharmacologique. En effet. dans ces techniques de th6rapie genique. le medicament est 
constitue par I'ADN m&ne et U est essentiel de pouvoir fabriquer. dans des quantites 
5 adaptees. des ADN ayant des proprietes appropriees a un usage therapeutique chez 
I'homme. 

Les plasmides utilises actuellement en therapie genique portent (i) une origine 
de replication, (ii) un gdne maiqueur tel qu'un gene de resistance a un antibiotique 
(kanamycine. ampicilline...) et (iii) un ou plusieurs transgdnes avec des sequences 
10 necessaires a leur expression (enhanceur(s). promoteur(s). sequences de 
polyadenylation...). Ces plasmides. utilises actuellement en therapie genique (au niveau 
d'essais cliniques tels que le traitement de melanomes, Nabel SSLSL. 1992, ou au niveau 
d'etudes experimentales). presentent cependant certains inconvenients. Ues notamment 
a leur dissemination dans Vorganisme. Ainsi. en raison de cette dissemination, une 
15 bacterie competente presente dans l organisme peut. a une frequence faible. recevoir ce 
plasmide. Ceci a d'autant plus de chances de se passer qu'U s'agit d'un traitement de 
therapie genique in vml dans lequel I'ADN peut etre diss6mine dans Vorganisme du 
patient et peut se trouver au contact de bacteries qui infectent ce patient ou bien de 
bacteries de la flore commensale. Si la bacterie receveuse du plasmide est une 
20 enterobact6rie. telle qu'E- SSM. ce plasmide peut se repliquer. Un tel evenement conduit 
alors a la dissemination du gene therapeutique. Dans la mesure ou les genes 
therapeutiques utilises dans des traitements de therapie genique peuvent coder par 
exemple pour une lymphokine. un facteur de croissance. un antioncogene. ou une 
proteine dont la fonction fait defaut chez l-hdte et permet done de corriger un defaut 
25 gfenetique. la dissemination de certains de ces genes pourrait avoir des effets 
imprevisibles et preoccupants (par exemple si une bacterie pathogene acquerait le gene 
dun facteur de croissance humain). De plus, les plasmides utilises en therapie genique 
non virale possedent aussi un marqueur de resistance a un antibiotique (ampicilline. 
kanamycine...). La bactferie acquerant un tel plasmide a done un avantage selectif 
30 indeniable puisque tout traitement antibioth6rapique. utiUsant un antibiotique de la 
meme famUle que celui selectionnant le gene de resistance du plasmide. va conduire a 
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3 

la selection du plasmide en question. A cet egard» rampicilline fait partie des 
lactames qui est la famille d'antibiotiques les plus utilises au monde. II est done 
necessaire de chercher a limiter au maximum la dissemination des genes therapeutiques 
et des genes de resistance. Par ailleurs, les genes portes par le plasmide, 
5 correspondants a la panie vecteur du plasmide (fonction(s) necessaires(s) a la 
replication, gene de resistance) risquent egalement d'etre exprimes dans les cellules 
transfectees. II existe en effet un bruit de fond de transcription, que Ton ne peut 
exclure. du aux signaux d'expression de Thote sur le plasmide. Cette expression de 
proteines exogenes peut etre tout a fait prejudiciable dans un certain nombre de 
10 traitements de therapie genique, du fait de leur immunogenicite potentielle et done de 
Tattaque par le systeme immunitaire des cellules transfectees. 

II est done particulidrement important de pouvoir disposer de molecules d'ADN 

medicament ayant ime purete genetique appropriee a un usage therapeutique. II est 

egalement particulierement important de disposer de methodes permettant de preparer 

15 ces molecules tf ADN dans des quantites adaptees a un usage pharmaceutique. La 

presente invention apporte ime solution a ces problemes. 

r 

La presente invention decrit en effet des molecules d'ADN, utilisables en 
therapie genique, ayant une purete genetique tres amelioree et de grandes proprietes de 
biodisponibilite. L'invention decrit egalement une methode particulierement efficace 
20 pour la preparation de ces molecules, et pour leur purification. 

La presente invention reside notamment dans la mise au point de molecules 
d*ADN utilisables en therapie genique, pratiquement depourvues de toute region non- 
therapeutique. Les molecules d'ADN selon Tinvention, egalement designees minicercles 
en raison de leur structure circulaire, de leur taille reduite et de leur forme 
25 superenroulee, presentent de nombreux avantages. 

Elles permettent tout d'abord rfeliminer les risques lies a la dissemination du 
plasmide, tels que (1) la replication et la dissemination, pouvant entrainer vne 
surexpression non controlee du gene therapeutique, (2) la dissemination et Texpression 
de genes de resistance » (3) Texpression de genes presents dans la panie non- 
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therapeutique du plasmide. potentiellement immunogenes et/ou inflammatoires, etc. 
L'information genetique contenue dans les molecules d'ADN selon I'invention se limite 
en effet essentiellement au(x) g6ne(s) therapeutique (s) et aux signaux de regulation de 
son Oeur) expression (ni origine de repUcation. ni gene de resistance a un antibiotique, 
5 etc). La probabUite que ces molecules (et done I'infonnation genetique qu'elles 
contiennent) soient transferees a un miooorganisme. et maintenues de maniere stable, 
est quasiment ntille. 

De plus, en raison de leur taiUe reduite, les molecules d'ADN selon I'invention 
ont potentiellement une meilleure WodisponibiUte in siSQ. En particuUer, eUes 
10 presentent des capacites de p6n6tration et de distribution ceUulaires ameUorees. Ainsi, 
il est leconnu que le coefficient de diffusion dans les tissus est invetsement 
proportionnel au poids mol6culaire Uain. 1987). De meme. au niveau oellulaire. les 
molecules de haut poids moleculaire ont une moins bonne permeabilite § travers la 
membrane plasmique. En outre, pour le passage du plasmide au noyau, indispensable a 
15 son expression, le poids moleculaire eleve est egalement un inconvenient, les pores 
nucleaires imposant une limite de taille pour la diffusion vers le noyau (Landford £l al-. 
1986). L'elimination des parties non-therapeutiques du plasmide (origine de replication 
et gene de resistance notamment) selon I'invention permet egalement de diminuer la 
taille des molecules d'ADN. Cette diminution peut etre estimee a un facteur 2. en 
20 comptant par exemple 3 kb pour I'origine de replication et le marqueur de resistance 
(partie vecteur) et 3 kb pour le transgene avec les sequences necessaires a son 
expression. Cette diminution (i) de poids moleculaire et (ii) de charge negative, confere 
aux molecules de I'invention des capacites ameUorees de diffusion et de biodisponibilite 
tissulaires, ceUulaires et nucleaires. 

25 Un premier objet de I'invention reside done dans une molecule d'ADN double 

brin ayant les caracteristiques suivantes : eUe est sous forme circulaire. et eUe 
comprend essentiellement un ou plusieurs genes d'interet. Comme indique ci-avant. les 
molecules de I'invention sont essentiellement depourvues de regions non- 
therapeutiques, et en particuUer d'origine de replication et/ou de gene marqueur. En 

30 outre, elles se jwesentent avantageusement sous forme superenroulee. 
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La presente invention decoule egalement de la mise au point d'lin procede, de 
constructions et d*hdtes cellulaires specifiques, particulierement efficaces pour la 
production de ces molecules tfADN th^rapeutiques. Plus particulierement, le procede 
selon rinvention reside dans la production des molecules d'ADN therapeutiques 
5 definies ci-avant par excision a partir d'un plasmide ou dun chromosome par 
recombinaison site-specifique. Le procede selon rinvention est particulierement 
avantageux puisqu*il ne necessite pas d'etape de purification prealable du plasmide, est 
tres specifique, particulierement efficace. ne diminue pas las quantites d' ADN produites 
et conduit directement a des molecules therapeutiques d'une tres grande purete 
10 genetique et d'une grande biodisponibilite. Ce procede conduit en effet a la generation 
de molecules rfADN circulaires (minicercles) contenant essentiellement le gene 
d*interet et les sequences regulatrices permettant son expression dans les cellules, le 
tissu, I'organe. ou Tappareil, ou meme Torganisme entier ou Texpression est souhaitee. 
En outre, ces molecules peuvent ensuite etre purifiees par des techniques classiques. 

15 La recombinaison site-specifique peut etre re2disee grace a divers systemes qui 

entrainent la recombinaison site-specifique entre des sequences. Plus 
preferentiellement, la recombinaison site-specifique dans le procede de rinvention est 
obtenue au moyen de deux sequences specifiques qui sont capables de recombiner 
entre elles en presence d'lme proteine specifique, generalement designee recombinase. 

20 Pour cette raison, les molecules d'ADN selon rinvention comprennent generalement en 
outre une sequence resultant de cette recombinaison site specifique. Les sequences 
permettant la recombinaison utilisees dans le cadre de rinvention comprennent 
generalement de 5 a 100 paires de bases, et, plus preferentiellement, moins de 50 paires 
de bases. 

25 La recombinaison site-specifique peut etre realisee in vivo (c'est a dire dans la 

cellule hote) ou in vitro (c'est a dire sur une preparation de plasmide). 

A cet egard, la presente invention foumit egalement des constructions 
genetiques particulieres appropriees a la production des molecules d'ADN 
therapeutiques definies ci-avant. Ces constructions genetiques, ou ADN recombinants 
30 selon rinvention compreiment notamment le ou les genes d'interet encadre(s) par les 
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deux sequences permettant la recombinaison site-specifique positionnees en 
orientation directe. La position en orientation directe indique que les deux sequences 
suivent la m&ne polarit6 5'-3' dans I'ADN recombinant selon Tinvention. Les 
constructions g6n§tiques de I'invention peuvent etre des fragments d ADN double-brin 
5 (cassettes) compos6es essentiellement des elements indiques ci-dessus. Ces cassettes 
sont utilisables pour la construction d'hotes oellulaires ayant ces a^ments int6gr6s dans 
leur genome (figure 1). Les constructions genetiques de I'invention peuvent 6galement 
6tre des plasmides. c'est-a-dire toute molecule dADN. lineaire ou circulaire. capable 
de se repUquer dans une cellule bote donnee. comportant le ou les genes d'interet 
10 encadre(s) par les deux sequences permettant la recombinaison site-specifique 
positionnees en orientation directe. U peut s'agir plus precisement d'un vecteur (tel 
qu'un vecteur de clonage et/ou d'expression), d'un phage, dun virus, etc. Ces 
plasmides de I'invention peuvent etre utilises pour transformer tout hote cellulaire 
competent en vue de la production des minicercles par replication du plasmide puis 
15 excision du minicercle (figure 2). 

A cet egard. un autre objet de I'invention reside dans un ADN recombinant 
comprenant un ou plusieuis genes d'interet encadres par deux sequences permettant la 
recombinaison site-specifique, positicmnees en orientation directe. 

L'ADN recombinant selon I'invention est pref6rentieUement un plasmide 
20 comprenant au moins : 

a) \me origine de replication et eventuellement un gene marqueur, 

b) deux sequences permettant une recombinaison site-specifique positionnees 
en orientation directe, et, 

c) places enire lesdites sequences b). un ou plusieurs genes d'interet. 

25 Le systeme de recombinaison specifique present dans les constructions 

genetiques selon I'invention peut etre de differentes origines. En particuUer. les 
sequences specifiques et les recombinases utilisees peuvent appartenir a differentes 
classes structurales. et notammem a la famiUe de I'integrase du bacteriophage ou a la 
f amille de la resolvase du transposon Tn^. 
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Panni les recombinases appartenant a la famille de rintegrase du bacteriophage 
X, on peut citer notamment Fintegrase des phages lambda (Landy et al.. Science 197 
(1977) 1147). P22 et <P80 (Leong el al., J. Biol. Chem. 260 (1985) 4468). HPl de 
Haemophilus influenzae (Hauser fit J, Biol. Chem. 267 (1992) 6859). Fintegrase 
5 Cre du phage PI, Fintegrase du plasmide pSAM2 (EP 350 341) ou encore la FLP 
recombinase du plasmide 2 \i. Lorsque les molecules d'ADN selon Tinvention sont 
preparees par recombinaison au moyen d'un systeme site specifique de la famille de 
Fintegrase du bacteriophage lambda, les molecules d'ADN selon Finvention 
comprennent generaiement en outre une sequence resultant de la recombinaison entre 
10 deux sequences d'attachement all du bacteriophage ou plasmide correspondant. 

Parmi les recombinases appartenant a la famille du transposon Tnji. on peut 
citer notamment la resolvase du transposon Tn^ ou des transposons , Tn21 et Tn522 
(Stark gl al., 1992) ; Finvertase Gin du bacteriophage mu ou encore la resolvase de 
plasmides, telle que celle du fragirfent par de RP4 (Abert £l M-, MoL Microbiol. 12 
15 (1994) 131). Lorsque les molecules d'ADN selon Finvention sont preparees par 
recombinaison au moyen d'un systeme site specifique de la famille du transposon Tn3, 
les molecules d'ADN selon Finvention comprennent generaiement en outre une 
sequence resultant de la recombinaison entre deux sequences de reconnaissance de la 
resolvase du transposon considere. 

20 Selon un mode de realisation particulier, dans les constructions genetiques de 

la presente invention, les sequences permettant la recombinaison site-specifique sont 
derivees d'un bacteriophage. Plus preferentiellement. il s'agit des sequences 
d'attachement (sequences attP et attB ) d'un bacteriophage ou de sequences derivees. 
Ces sequences sont capables de recombiner specifiquement entre-elles en presence 

25 d'une recombinase designee integrase. Le terme sequence derivee inclut les sequences 
obtenues par modification(s) des sequences d'attachement des bacteriophages, 
conservant la capacite de recombiner specifiquement en presence de la recombinase 
appropriee. Ainsi, il peut s'agir de fragments reduits de ces sequences ou au contraire 
etendus par addition d'autres sequences (sites de restriction, etc). II peut egalement 

30 s'agir de variants obtenus par mutation (s), notamment par mutation (s) ponctuelle(s). 
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On (tesigne selon I'mvention par sequences aoE et aOS d'un bacteriophage ou d'un 
plasmide les sequences du systeme de recombinaison specifique dudit bacteriophage 
ou plasmide. c'est-a-dire la sequence attE ptesente dans ledite phage ou plasmide et la 
sequence attB chromosomique correspondante. 

5 A titre d'exemples prefetes. on peut citer notamment les sequences 

d'attachement des phages lambda, P22. <I>80. PI, HPl de Hagm<?ph;lus iuflusnzag ou 
encore du plasmide pSAM2, ou 2 [i. Ces sequences sont avantageusement choisies 
parmi tout ou partie des sequences SEQ ID n» 1. SEQ ID n* 2, SEQ ID n° 6. SEQ ID 
n° 7, SEQ ID n* 8. SEQ ID n« 9, SEQ ID n" 10, SEQ ID n* 11, SEQ ID n" 12. SEQ 

10 ID n** 13 et SEQ ID n" 14. Ces s6quences comprennent notamment la region centrale 
homologue des sequences d'attachement de ces phages. 

A cet egard. un plasmide pr6fer6 selon la presente invention comprend : 

(a) une origine de replication bacterienne et 6ventueUement un gene marqueur, 

(b) les sequences afiE et allE d'un bacteriophage selectionne parmi les phages 
15 lambda, P22, *80. HPl .,P1 ou du plasmide pS AM2 ou 2[i ou des sequences derivees; 

et, 

(c) places entre lesdites sequences b), un ou plusieurs genes d'interfet. 

Selon un mode particuUerement prefer^ de mise en oeuvre, U sagit des 
sequences d'attachement (attE et aHE) du phage lambda. Des plasmides portant ces 
20 sequences som notamment les plasmides pXL2648, pXL2649 ou pXL2650. Lorsque 
ces plasmides sont mis, m aXQ ou in attQ. en presence de I'integrase du phage lambda, 
les sequences recombinent entre elles pour g6n6rer m vivQ ou m vilrg, par excision, un 
minicercle selon I'invention comprenant essentiellement les elements (c). c'est-a-dire la 
partie therapeutique (figure 2). 

25 Toujours selon un mode particulier de realisation de I'invention, les sequences 

permettant la recombinaison site-specifique sont derivees de la region IsasE du phage 
PI. Cette region se compose essentiellement de deux sequences repetees inversees 
capables de recombiner specifiquement entre-elles en presence d'une proteine. 
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designee Cre (Sternberg ei al., J. MoL Biol. 1512 (1971) 467). Dans iine variante 
particuliere, Tinvention conceme done un plasmide comprenant (a) une origine de 
replication bacterienne et eventuellement un gene marqueur; (b) les sequences repetees 
inversees du bacteriophage PI (region loxP) : et (c), places entre lesdites sequences b). 
5 un ou plusieurs genes d'interet 

Selon un autre mode de realisation particulier, dans les constructions 
genetiques de la presente invention, les sequences permettant la recombinaison site- 
specifique sont derivees d'un transposon. Plus preferentiellement. il s'agit des 
sequences de reconnaissance de la resolvase d'un transposon ou de sequences derivees. 
10 A titre d'exemples preferes» on peut citer notamment les sequences de reconnaissance 
des transposons Tn2, , Tn21 et Tn522. A titre dexemple prefere, on peut citer la 
sequence SEQ ID n** 15 ou un derive de celle-ci (voir egalement Sherrat, P. 163-184, 
Mobile DNA, Ed. D, Berg and M. Howe, American Society for Microbiology, 
Washington D.C. 1989). 

IS Selon une autre variante particulierement avantageuse, les plasmides de 

I'invention ccxnprennent en outre ime sequence de resolution des multimeres. II s*agit 
preferentiellement de la sequence mrs (multimer resolution system) du plasmide RK2. 
Plus preferentiellement, Tinvention conceme un plasmide comprenant : 

(a) une origine de replication bacterienne et eventuellement un gene marqueur, 

20 (b) les sequences attP et attB d'un bacteriophage en orientation directe, 

selectionne parmi les phages lambda, P22, 080, HPl, PI ou du plasmide pSAM2 ou 
2|LX ou des sequences derivees; et, 

(c) places entre lesdites sequences b), un ou plusieurs genes d'interet et la 
sequence mrs du plasmide RK2. 

25 Ce mode de realisation est particulierement avantageux. Ainsi, lorsque les 

plasmides pXL2649 ou pXL2650 sont mis en presence de Tintegrase du bacteriophage 
ni vivo les sequences recombinent pour generer le minicercle et le miniplasmide mais 
aussi des formes multimeres ou topologiques de minicercle ou de miniplasmide. II est 
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particulidrement avantageux de pouvoir diminuer la concentration de ces formes pour 
axigmenter la pnxiuction et faciliter la purification de minicercle. 

Les fcmnes multimeriques de plasmides sent connues de rhomme de I'art. Par 
exemple le fragment cff de ColEl (Summers et coll. 1984 CeU 36 pl097) ou le site 

5 mrs du locus lai de RK2 (L. Ebert 1994 Mol. Microbiol. 2 pl31) permettent la 
rfeolution de multimeies de plasmides et partidpent a une siabiUte accrue du plasmide. 
Mais alors que la resolution au site cff necessite quatre proteines codees par le 
genome de £• fiOli (Colloms et coU. 1990 J. Bacteriol. 172 p6973). la resolution au site 
mrs ne necessite que la proteine ParA dont le gene pacA est cartographi6 sur le locus 

10 pac de RK2. A ce titre, U semble avantageux d'utiliser tout ou une partie du locus pat 
contenant pacA et la sequence mrs. Par exemple, la sequence mrs peut 6tre placee 
entie les sequences aUE et altE du phage lambda et le gene pacA 6tre exprime en trans 
ou en cis a partir de son propre promoteur ou d'un promoteur inductible. A cet egard. 
un plasmide particulier de I'inventiMi comprend : 

15 (a) une origine de repUcation bacterienne et eventuellement un gene marqueur. 

(b) les sequences altE et attB d'un bacteriophage en orientation directe. 
selectionne parmi les phages lambda. P22. *80. HPl. PI ou du plasmide pSAM2 ou 
2|a. ou des sequences derivees, 

(c) places entre lesdites sequences b). un ou plusieurs genes d'interet et la 
20 sequence mrs du plasmide RK2, et, 

(d) le g«ie jssA du plasmide RK2. 

Un tel plasmide est notamment le plasmide pXL2960 decrit dans les examples, 
n peut etre mis en oeuvre et permettre la production de minicercle sous forme 
monomerique uniquement 

25 Selon une autre variante avantageuse. les plasmides de I'invention comprennent 

deux jeux de sequences de recombinaison site-specifique. dune famUle differente. II 
s'agit avantageusement d'un premier jeu de sequences integrase-dependantes et d'un 
second jeu de sequences parA-dependantes. L'utilisation de deux jeux de sequences 
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pennet d'augmenter les rendements de production de minicercles, lorsque la premiere 
recombinaison site-specifique est incomplete. Ainsi, lorsque les plasmides pXL2650 ou 
pXL2960 sont mis en presence de I'integrase du bacteriophage m vivo - les sequences 
recombinent pour generer le miniplasmide et le minicercle mais cette reaction n'est pas 
5 totale (il peut subsister 5 a 10 % de plasmide initial), ^introduction, a proximite de 
chacune des sequences att du phage lambda, dune sequence mrs de RK2 permet 
d'augmenter la production de minicercles. Ainsi, apres induction de Tintegrase du 
phage lambda et recombinaison Int-d6pendante, les mol6cules non recombinees 
pourront etre prise en charge par la proteine ParA de RK2 et pourront recombiner aux 

10 sites mrs. Inversement, apres induction de la proteine ParA et recombinaison ParA- 
dependante» les molectiles non recombinees pourront etre prise en charge par 
rintegrase du phage lambda et pourront recornbiner aux sites sjt. De telles 
constructions permettent ainsi de produire du minicercle et des quantites negligeables 
de molecules non recombinees. Les sequences all. de meme que les sequences mrs 

15 sont en orientation directe, et les genes im et parA peuvent etre induits simultanement 
ou successivement a partir du meme promoteur inductible ou de deux promoteurs 
inductibles. Preferentiell^ment, il s'agit des sequences d*attachement attB et attP du 
phage lambda en orientation directe et de deux sequences mrs de RK2 en orientation 
directe. 

20 Comme indique precedemment, im autre aspect de la presente invention reside 

dans tm procede de production de molectiles d'ADN therapeutiques definies ci-avant 
par excision, a partir d*un plasmide ou dun chromosome, par recombinaison site- 
specifique. 

Un autre objet de la presente invention reside done dans un procede de 
25 production d'une molecule d'ADN (minicercle) telle que definie ci-avant selon lequel 
une culture de cellules botes contenant un ADN recombinant tel que defini ci-avant est 
mise en contact avec la recombinase permettant d'induire la recombinaison site- 
specifique. Plus preferentiellement, la mise en contact est effectuee soit par 
transfection ou infection avec im plasmide ou im phage contenant le gene de la dite 
30 recombinase; soit par induction de Texpression d'un gene codant pour la dite 
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teoombinase. present dans la cellule h6te. Comme indique ci-apres. ce gene peut etre 
present dans la celhile h6te sous line forme integtee au genome, sur un plasmide 
repUcatif ou encore sur le plasmide de I'invention. dans la partie non-th6fapeutique. 

Pour permettre la production des minicercles selon linvention par 
5 recombinaison site-spedfique m SOYQ. la recombinase utilisee doit etre introduite ou 
induite dans les cellules ou le milieu de culture au moment determine. Pour cela, 
differentes m^lhodes peuvent Stre utUis6es. Selon une premiere methode. on utiUse une 
cellule hote contenant le gene de la recombinase sous une forme permettant son 
expression regulee. U peut notamment fetre introduit sous controle d un promoteur ou 
10 d'un systeme de promoteurs inductibles, ou encore dans un systeme thermosensible. En 
particulier. le gene peut €tre present dans un phage thermosensible. latent pendant la 
phase de croissance. et induit § temp6rature appropriee (exemple phage lysogene 
lambda Xis' cI857). La cassette d'expression du gene de la recombinase peut etre 
portee par un plasmide. un phag». ou meme par le plasmide de I'invention. dans la 
15 region non-th6rapeutique. Elle peut 6tre intfegree au g6nome de la ceUule hote ou 
maintenue sous forme leplicative. Selon une autre methode. la cassette d'expression du 
gene est portee par un plasmide ou un phage utiUse pour transfecter ou infecter la 
culture ceUulaire apres la phase de croissance. Dans ce cas. U n'est pas necessaire que 
le gene soit sous une forme permettant son expression regulee. En particuUer. tout 
20 promoteur constitutif peut eti« utiUs6. La mise en contact avec la recombinase peut 
egalement 6tre r^aliste m afia. sur un preparation de plasmide. par incubation directe 
avec la proteine. 

Freferentiellement. on utilise dans le cadre de la presente invention une ceUule 
hote capable d'exprimer de maniere regulee le gene de la recombinase. Ce mode de 

25 mise en oeuvre. dans lequel la recombinase est foumie directement par la cellule hote 
apres induction, est particulierement avantageux. En effet. il suffit simplement de 
placer, au moment voulu. les cellules en culture dans les conditions d'expression du 
gene de la recombinase (temperature permissive pour gene thermosensible. ajout dun 
inducteur pour promoteur regulable, etc) pour induire la recombinaison site-specifique 

30 in vivQ et ainsi I'excision du minicercle de I'invention. En outre, cette excision se fait 
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avec des rendements partioilierement eleves puisque toutes les cellules en culture 
expriment la recombinase, ce qui n'est pas necessairement le cas si une transfection ou 
line infection doivent etre realisees potir transferer le gene de la recombinase. 

Selon im premier mcxle de realisation, le precede de rinvention comprend 
5 I'excision des molecules d'ADN therapeutique par recombinaison site-specifique a 
partir d'un plasmide. Ce mode de realisation met en oeuvre les plasmides decrits 
ci-avant permettant, dans un premier temps, la replication chez un hote choisi puis, 
dans un second temps, Fexcision des parties non-therapeutiques du dit plasmide 
(notamment I'origine de replication et le gene de resistance) par recombinaison site- 
10 specifique. generant les molecules tfADN circulaires de rinvention. Pour la mise en 
oeuvre du proc6de, differents types de plasmides peuvent etre utilises et en particulier 
un vecteur, un phage ou un virus. II s'agit preferentiellement d'lm vecteur replicatif. 

Avantageusement, le procede de rinvention comprend une etape prealable de 
transformation de cellules hotes avec un plasmide tel que defini precedemment, puis de 

15 culture des cellules transformees, permettant dbbtenir des quantites appropriees de 
plasmide. Uexcision par^recombinaisons site-specifique est alors realisee par mise en 
contact avec la recombinase dans les conditions definies ci-avant (figure 2). Comme 
indique precedemment, dans ce mode de realisation, la recombinaison site-specifique 
peut etre realisee in vivo, (c'est-a-dire dans la cellule hote) ou in vitro (c'est-a-dire sur 

20 une preparation de plasmide). 

Selon un mode prefere, les molecules d'ADN de rinvention sont done obtenues 
a partir d'un veaeur replicatif, par excision de la partie non-therapeutique portant 
notamment I'origine de replication et le gene marqueur par recombinaison site- 
specifique. 

25 Selon un autre mode de realisation, le procede de rinvention comprend 

I'excision des molecules d'ADN a partir du genome de I'hote cellulaire par 
recombinaison site-specifique. Ce mode de realisation repose plus particulierement sur 
la construction d'hotes cellulaires comprenant. insere dans leur genome, une ou 
plusieurs copies d'une cassette comprenant le gene d'interet encadre par les sequences 
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permettant la recombinaison (figure 1). Differentes techniques peuvent etre utiUsees 
pour I'insertion de la cassette de I'invention dans le genome de la cellule hote. En 
particuUer, I'insertion en plusieurs endroits distincts du genome peut etre obtenue en 
utilisant des vecteurs integralifs. A cet egard. differents systemes de transposition tels 
5 que notamment le systeme miniMu ou les transposons d6fectifs tels que des derives de 
TnlQ par exeraple peuvent etre utilis6s (Kleckner ej al.. Methods Enzymol. 204 (1991) 
139; Groisman E.. Methods Enzymol. 204 (1991) 180). L'insertion peut egalement 
6tre realisee par recombinaison homologue, permettant d'integrer dans le genome de la 
bactSrie une cassette contenant deux sequences de recombinaison en orientation 
10 directe encadrant un ou plusieurs g%nes d'int§r§t. Ce processus peut en outre etre 
reproduit autant de fois que desire de manifere 4 avoir un nombre de copies le plus 
important possible par cellule. Une autre technique consiste encore a utiUser un 
systeme d'amplification in vivQ utiUsant la recombinaison tel que decrit dans Labarre el 
al. (Labarre J.. O. Reyes. Guyonvarch. and G. Leblon. 1993. Gene replacement. 
15 integration, and ampUfication at the gdhA locus of Coryn^b^Ctgrium gltttamiCWW - J- 
Bacteriol. 175:1001-107) de maniere a passer d'une copie de la cassette a un nombre 
beaucoup plus impCMTtant. 

Une technique prefer^ consiste dans I'utilisation de miniMu. Des derives de 
miniMu sont construits a cet effet comprenant un marqueur de resistance, les fonctions 

20 necessaires en sis d leur transposition et une cassette contenant deux sequences de 
recombinaison en orientation directe encadrant le ou les genes d'interet. Ces miniMu 
sont avantageusement placees en plusieurs endroits du genome en utUisant un 
marqueur de resistance (la kanamycine, par example) permenant de selectionner 
plusieurs copies par genome (Groisman E. precitee). Comme decrit ci-avant. la cellule 

25 hote en question peut aussi exprimer de maniere inductible une recombinase site 
specifique conduisant a lexcision du fragment borde par les sequences de 
recombinaison en orientation directe. Apres excision les minicercles peuvent etre 
purifies par les techniques dassiques. 

Ce mode de mise en oeuvre du procede de I'invention est particulierement 
30 interessant puisqu'U conduit a la generation dun seul tvpe de molecule plasmidique : le 
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minicercle de rinvention. Les cellules ne contiennent en effet aucun autre plasmide 
episomal comme c'est le cas Icjrs de la production a partir d*un plasmide (figures 1 et 
2). 

Un autre objet de rinvention reside egalement dans une cellule hote modifiee 
5 comprenant, insere dans son genome, ime ou plusieurs copies d'un ADN recombinant 
tel que defini ci-avanL 

L'invention conceme egalement toute cellule recombinante contenant un 
plasmide tel que defini ci-avant, Ces cellules sont obtenues par toute technique connue 
de Thomme du metier permettant Tintroduction dun ADN dans une cellule donnee. n 

10 peut s'agir notamment de transformation, electroporation, conjugaison, fusion de 
protoplastes ou toute autre technique connue de Thomme de Tart. S'agissant de la 
transformation, differents protocoles ont ete decrits dans Tart anterieur. En particulier. 
la transformation de cellules peut etre realisee en traitant les ceUules entieres en 
presence d'acetate de lithium et de polyethyldne glycol selon la technique decrite par 

15 Ito et al. (J. Bacteriol. 152 (1983) 163-168), ou en presence d'6thylene glycol et de 
dimethylsulfoxyde selon la technique de Durrens et al. (Curr. Genet. IS (1990) 7). Un 
protocole altematif a egalement ete decrit dans la demande de brevet EP 361 991. 
S*agissant tfelectroporation, elle peut etre realisee selon Becker et Guarenne (in : 
Methods in Enzymology Voll94 (1991) 182). 

20 Le proc6de selon rinvention peut etre realise dans tout type d'hote cellulaire. 

En particulier, il peut s'agir de bacteries ou de cellules eucaryotes (levures, cellules 

animales^ ceUules vegetales) etc. Parmi les bacteries, on peut citer plus 

preferentiellement E.coli . B- subtilis . Streptomyces , Pseudomonas (R putida , P. 

ggrygmQS^), RhizQbiVtfn mgUloti, Aprobacterium tumefaciens . Staphylococcus aureus . 
25 StrgptQmygQs pristinagSpiraHs, Enterococcus faecium ou Clostridium , etc. Parmi les 

bacteries, on prefere utiliser E. coli . Parmi les levures, on peut citer Kluyveromyces . 

Saccharomyces . Pichia . Hansenula . etc. Parmi les cellules animales de mammiferes, on 

peut citer les cellules CHO, COS, NIH3T3. etc. 
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En fonction de I'hdte utilise, le plasmide selon I'invention est adapts par 
ITiomme du metier pour permettre sa repUcation. En particulier, Torigine de replication 
et le gene marqueur sont choisis en fonction de la cellule bote selectionnee. 

Le gene marqueur peut etre un gene de resistance, notamment a un antibiotique 
5 (ampidlline, kamamycine, g&ieticine. hygromycine. etc), ou tout gene conferant a la 
ceUule une fonction qu'elle ne possede plus (par exemple un gene qui a ete delete sur le 
chromosome ou rendu inactif), le gene sur le plasmide retabUssant cette fonction. 

Dans un mode de realisation particulier, le precede de I'invention comprend 
une 6tape supplementaire de purification du minicercle. 

10 A cet egard. le minicercle peut etre purifi6 par les techniques classiques de 

purification d'ADN plasmidique puisqu'il est superenroul^ oonune de I'ADN 
plasmidique. Ces techniques comprennent, entte autre, la purification sur gradient de 
densite en chlorure de c6sium, en -presence de bromure d'ethidium, ou bien I'utilisation 
de colonnes d'echange d'anions (Maniatis eJ al- 1989). En outre si I'on estime que 

15 I'ADN plasmidique correspondant aux parties non-therapeutiques (origine de 
replication et marqueur de selection notamment) est present en quantite trop 
importante. il est egalement possible, apres ou avant la purification, d'utiliser une ou 
plusieurs enzymes de restriction qui digereront le plasmide et pas le minicercle. ce qui 
permet de les separer par des techniques separant I'ADN superenroule de I'ADN 

20 lineaire. teUes que un gradient de densite en chlorure de cesium, en presence de 
bromure d'^dium (Maniatis £l si., 1989). 

En outre, la presente invention decrit egalement un precede ameliore pour la 
purification des minicercles. Ce procede permet. en une seule etape, d'obtenir des 
minicercles de tres grande purete avec des rendements importants. Ce procede 
25 ameliore est base sur I'interaction enxre une sequence double-brin presente sur le 
minicercle et un ligand specif ique. Le ligand peut etre de nature diverse et notamment 
de nature proteique. chimique ou nucleique. D s-agit preferentieUement d'un ligand de 
type acide nucleique. et notamment d'un oligonucleotide. eventueUement modifie 
chimiquement. capable de former par hybridation une triple-helice avec la sequence 
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specifique presente sur la molecule tf ADN de rinventiorL II a en effet ete montre que 
certains oligonucleotides etaient capables de former specifiquement des triple-helices 
avec des sequences d'ADN double-brin (Helene el al., Biochim. Biophys. Acta 1049 
(1990) 99; voir 6galement ETi94 15162 incorporee a la presente par reference), 

5 Dans une variante particulierement avantageuse, les molecules d'ADN de 

I'invention contiennent done en outre une sequence capable d*interagir specifiquement 
avec un ligand (figure 3). De maniere pref6rentielle, il s*agit d'une sequence capable de 
former, par hybridation, une triple-helice avec un oligonucleotide specifique. Cette 
sequence peut etre positionnee en tout site de la molectile d*ADN de Tinvention, des 
10 lors qu*elle n*affecte pas la fonctionnalit6 du gene d*interet Cette sequence est 
egalement presente dans les constructions genetiques de Tinvention (plasmides, 
cassettes), dans la partie comportant le gene tfinteret (voir notamment le plasmide 
pXL2650). Preferentiellement, la sequence specifique presente sur la molecule tfADN 
de I'invention comprend entre 5 et 30 paires de bases. 

15 Les oligonucleotides utilises pour la mise en oeuvre du procede selon 

rinvention peuvent contehir les bases suivantes : 

- thymidine (T). qui est capable de former des triplets avec les doublets AT de 
TADN double-brin (Rajagopal ei Biochem 28 (1989) 7859): 

- adenine (A), qui est capable de former des triplets avec les doublets AT de 
20 r ADN double-brin; 

- guanine (G), qui est capable de former des triplets avec les doublets G.C de 
r ADN double-brin; 

- cytosine protonee (C+), qui est capable de former des triplets avec les 
doublets G.C de TADN double-brin (Rajagopal fit al precitee); 

25 Preferentiellement, roligonucleotide utilise comprend une sequence 

homopyrimidique contenant des cytosines et la sequence specifique presente sur la 
molecule dADN est une sequence homopurique-homopyrimidique. La presence de 
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cytosines permet d'avoir une triple heUce stable a pH acide, ou les cytosines sont 
protonees. et d6stabiiis6e k pH alcalin. ou les cytosines sont neutralisees. 

Pour permettre la formation d'une triple-helice par hybridation, il est important 
que I'oligonuclfetide et la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN de 

5 rinvention soient compl6mentaires. A cet egard. pour obtenir les meilleurs rendements 
et la meiUeure s61ectivite, on utiUse dans le procede de I'invention un oligonucleotide et 
une sequence specifique parfaitement complementaires. II peut s'agir en particulier d'un 
oligonucleotide poly-CTT et d'une sequence spedfique poly-GAA. A titre d'exemple, 
on peut citer I'oligonucleotide de sequence GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTr 

10 (SEQ ID n" 5), dans lequel les bases GAGG ne forment pas de triple helice mais 
permettent d'espacer I'oligonucltotide du bras de couplage. 

II est entendu toutefois que certains mesappariements peuvent etre toleres, des 
lors qu'ils ne conduisent pas a une perte trop grande d'affinit6. L'oligonucleotide 
utilise peut 6tre naturel (compost de bases naturelles, non modifiees) ou modifi6 
15 chimiquement. En particulier, roligonuclfetide peut presenter avantageusement 
certaines modifications' chimiques permettant d'augmenter sa resistance ou sa 
protection vis a vis des nucleases, ou son aff init6 vis a vis de la sequence specifique. 

Ainsi. l'oligonucleotide peut etre rendu plus resistant aux nucleases par 
modification du squelette (ex. methyljAosphonates, phosphorothiates. phosphotriester, 

20 phosphoramidate, etc.). Un autre type de modification a plus particuUerement pour 
objet d'ameliorer I'interaction et/ou I'affinite entre l'oligonucleotide et la sequence 
specifique. En particulier, tine modification tout a fait avantageuse selon I'invention 
consiste a methyler les cytosines de l'oligonucleotide. L'oligonucleotide ainsi methyle 
presente la propri§te remarquable de former une triple helice stable avec la sequence 

25 specifique a pH neutre. II permet done de travailler a des pH plus eleves que les 
oligonucleotides de Tart anterieur, c'est-a-dire a des pH ou les risques de degradation 
de I'ADN plasmidique sont inferieurs. 

La longueur de I'oligonucleotide utilise dans le proced6 de I'invention est d'au 
moins 3 bases, et de preference, comprise entre 5 et 30. On utiUse de maniere 
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avantageuse un oligonucleotide de longueur sup6rieure a 10 bases. La longueur peut 
etre adaptee au cas par cas par Thomme du metier en fonction de la selectivite et de la 
stabilite de Tinteraction recherchees. 

Les oligonucleotides selon Tinvention peuvent etre synthetises par toute 
5 technique connue. En particulier, ils peuvent etre prepares au moyen de synthetiseurs 
d'acides nucleiques. Toute autre methode connue de Thomme du metier peut bien 
evidemment etre utilisee. 

Pour la mise en oeuvre du procede de I'invention, le ligand specifique (proteine. 
acide nucleique, etc) peut etre greffe ou non sur un support. Differents types de 

10 supports peuvent etre utilises a cet effet, tels que notamment des supports de 
chromatographie fonctionnalises, en vrac ou preconditionnes en colonne, des sxirfaces 
plastiques fonctionnalisees ou de billes de latex fonctionnalisees^ magnetiques ou non. 
II s'agit preferentiellement de supports de chromatographie. A titre d'exemple, les 
supports de chromatographie pouvant etre utilises sont I'agarose, Tacrylamide ou le 

15 Dextran ainsi que leurs derives (tels que Sephadex, Sepharose, Superose,...), les 
polymeres tels que le poly(styrenedivinylbenzene), ou la silice greffee ou non greffee, 
par exemple. Les colonnes de chromatographie peuvent fonctionner en mode de 
diffusion ou de perfusion. 

Pour permettre son couplage covalent sur le support, le ligand est 
20 generalement fonctionnalise. S*agissant tf un oligonucleotide, il peut etre modifie par 
exemple par un groupement terminal thiol, amine ou carboxyle, en position 5' ou 3\ En 
particulier, I'ajout d*un groupe thiol, amine ou carboxyle permet, par exemple, de 
coupler Toligonucltotide sur vn support portant des fonctions disulfure, maleimide, 
amine, carboxyle, ester, epoxyde, bromure de cyanogene ou aldehyde. Ces couplages 
25 se fomient par etablissement de liaisons disulfure, thioether, ester, amide ou amine 
entre Foligonucleotide et le support. Toute autre methode connue de I'homme du 
metier peut etre utilisee, telle que des reactifs de couplage bifonctionnels, par exemple. 

Par ailleurs, poxir ameliorer Tactivite de Toligonucleotide couple, il peut etre 
avantageux d'effectuer le couplage au moyen d'lm "bras". L'utilisation d'un bras permet 
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en effet de fixer roUgonucleotide a une distance choisie du support permettant 
d'amSUorer ses conditions d'interactibn avec la molecule d'ADN de I'invention. Le bras 
est avantageusement constitue de bases nucleotidiques. n'intetferant pas avec 
l-hybridation. Ainsi. le bras peut comprendre des bases puriques. A titre d'exemple. le 
5 bras peut comprendre la sequence G AGG. 

Les mol6cules d'ADN selon I'invention peuvent etre utilisees dans toute 
appUcation de vaccination ou de therapie genique et ceUulaire, pour le transfert d'un 
gene a un organisme, un tissu ou une cellule donnee. En particulier. elles peuvent etre 
utilisees pour une administration directe in mQ. ou pour la modTication de ceUules in 
10 vitro ou gx 3dvQ, en vue de leur implantation a un patient. A cet 6gard. les moires 
selon I'invention peuvent etre utilisees teUes quelles (sous forme d'ADN nu). ou en 
association avec diff6rents vecteurs chimiques et/ou biochimiques. synthetiques ou 
naturels. II peut s'agir notamment de cations (phosphate de calcium. DEAE- 
dextran....) qui agissent en formant des precipites avec I'ADN. lesquels peuvent dtre 
15 "phagocytes " par les ceUules. II peut egalement s'agir de Kposomes dans lesquels la 
molecule d'ADN est incorporee et qui fusionnent avec la memteane plasmique. Les 
vecteurs synthetiques de transfert de genes sent generalement des Upides ou polymeres 
cationiques qui complexent I'ADN et forment avec lui une particule portant des 
charges positives en surface. Ces particules sont capables d'interagir avec les charges 
20 negatives de la membrane ceUulaire. puis de franchir ceUe-ci. On peut citer comme 
exemples de tels vecteurs le DOGS (TransfectamTM) ou le DOTMA (UpofectinTM). 
Des proteines chimetes ont aussi et6 developp6es : eUes sont constitutes d une partie 
polycationique qui condense I'ADN. lite a un Ugand qui se fixe sur un recepteur 
membranaire et entraine le complexe dans les cellules par endocytose. Les molecules 
25 d'ADN selon I'invention peuvem egalement etre utilisees pour le transfert de genes 
dans des cellules par des techniques physiques de transfection teUes que le 
bombardement. I'tlectroporation. etc. En outre, prealablement a leur utilisation 
therapeutique. les molecules de I'invention peuvent eventuellemem etre linearisees par 
exemple par coupure enzymatique. 
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A cet egard, un autre objet de la presente invention conceme toute 
composition pharmaceutique comprenant une molecule d'ADN au moins telle que 
definie ci-avant. Cette molecule peut etre nue ou associ6e a im vecteur chimique et/ou 
biochimique de transfection. Les compositions phamiaceutiques selon Tinvention 
5 peuvent etre fmnulees en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale» 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire. sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 
etc. De preference, la molecule dADN est utilisee sous une forme injectable ou en 
application. Elle peut gtre melangee a tout vehicule pharmaceutiquement acceptable 
pour une formulation injectable, notamment pour une injection directe au niveau du 

10 site a trailer. 11 peut s'agir en particulier de solutions steriles. isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
n peut s'agir notamment de tampons Tris ou PBS dilues dans du glucose ou du 
chlorure de sodium. Une injection directe de Tacide nucleique dans la region atteinte 

15 du patient est interessante car elle pemiet de concentrer Teffet therapeutique au niveau 
des tissus affectes. Les doses d'acide nucleique utilis6es peuvent etre adaptees en 
fonction de differents p^mdtres, et notamment en fonction du gene, du vecteur, du 
mode d'administration utilise, de la pathologie concemee ou encore de la duree du 
traitement recherchee. 

20 Les molecules d'ADN de Tinvention peuvent comporter tm ou plusieurs genes 

d'interet, c'est-a-dire un ou plusieurs acides nucleiques (ADNc, ADNg, ADN 
synthetique ou semi-synthetique, etc) dont la transcription et 6ventuellement la 
traduction dans la cellule cible generent des produits ayant un interet therapeutique, 
vaccinal, agtonomique ou veterinaire. 

25 Parmi les genes d'interet therapeutique, on peut citer plus particulierement les 

genes codant pour des enzymes, les derives sanguins, les hormones, les lymphokines : 
interleukines, interferons. TNF, etc (FR 9203120). les facteurs de croissance. les 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese. les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; les 

30 apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou une 
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minidystrophine (FR 9111947). les g6nes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb. RaplA, 
DCC. k-rev. etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs impUqu6s dans la 
coagulation : Facteurs VII. VIII. IX. etc. les genes suicides : ITiymidine kinase, 
cytosine desaminase. etc; ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline naturelle ou 

5 artificielle (Fab. ScFv. etc) . un ARN ligand (W091/19813) etc. Le gene thferapeutique 
peut fegalement etre un gene ou une sequence antisens. dont I'expression dans la ceUule 
cible permet de controler I'expression de genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. 
De telles sequences peuvent par exemple etre transcrites. dans la cellule cible. en ARN 
complementaires d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en ptoteine. selon 

10 la technique dterite dans le brevet EP 140 308. 

Le gene d'interet peut aussi etre un gene vaccinant. c'est-a-dire un gfene codant 
pour un peptide antigenique. capable de generer chez lHomme ou Tanimal une reponse 
immunitaire. en vue de la realisation de vaccins. U peut s'agir notamment de peptides 
antig&uques specifiques du virus d'epstein barr. du virus HIV. du virus de I'hepatite B 
15 (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs 
(EP 259 212). 

Generalement. dans les plasmides et molecules de Hnvention. le gene d'interet 
therapeutique. vaccinal, agronomique ou veterinaire contient 6galement une region 
promotrice de la transcription fonctionneUe dans la cellule ou Vorganisme cible (i.e. les 
20 mammiferes). ainsi qu'une region situee en 3'. et qui specific un signal de fin 
transcriptionnelle et un site de polyadenylation (cassette d'expression). Concemant la 
region promotrice. fl peut s'agir d'une region promotrice naturellement responsable de 
I'expression du gene consid6re lorsque celle-ci est susceptible de fonctionner dans la 
cellule ou Vorganisme concemes. II peut egalement s'agir de regions d'origine differente 
25 (responsables de I'expression d'autres prx>teines. ou meme synthetiques). Notammem. il 
peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple. fl 
peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule cible. Parmi les 
promoteurs eucaryotes. on peut utiliser tout promoteur ou sequence derivee stimulant 
ou reprimant la transcription d'un gene de fa?on spfecifique ou non. inductible ou non. 
30 forte ou faible. II peut s'agir en particulier de promoteurs ubiquitaires (promoteur des 
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genes HPRT, PGK, a-actine. tubuline, etc), de promoteurs des filaments 
intermediaires (promoteur des genes GFAP. desmine, vimentine, neurofilaments, 
keratine, etc), de promoteurs de genes therapeutiques (par exemple le promoteur des 
genes MDR, CFTR, Facteur VIII, ApoAI, etc), de promoteurs specifiques de tissus 
5 (promoteur du gene pyruvate kinase, villine, proteine intestinale de liaison des acides 
gras, a-actine du muscle lisse, etc) ou encore de promoteurs repondant a un stimulus 
(recepteur des hormones steroides, recepteur de Tacide retinoique, etc). De meme, il 
peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus, tel que par exemple 
les promoteurs des genes El A et MLP d'adenovirus. le promoteur precoce du CMV, 
10 ou encore le promoteur du LTR du RSV. etc. En outre, ces regions promotrices 
peuvent etre modifiees par addition de sequences deactivation, de regulation, ou 
permettant une expression tissu-specifique ou majoritaire. 

Par ailleurs, le gene d'interet peut egalement comporter une sequence signal 
dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette 
15 sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit synthetise, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 
artificielle. 

Selon le gene d'interet, les molecules ADN de Tinvention peuvent etre 
utilisees pour le traitement ou la prevention de nomhreuses pathologies, incluant les 
20 maladies gfenetiques (dystrophia, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SID A, etc), ou dans les domaines agronomique et 
veterinaire, etc, 

25 La presente invention sera plus completement decrite a Faide des exemples qui 

suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des Figures 
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Figure 1 : Production d'un minioercle h partir d'une cassette integree dans le 
genome. 

Figure 2 : Production d'un minicercle a partir d'un plasmide. 

Figure 3 : Production d'un minicercle contenant une sequence sp6cif ique d'un 

5 ligand. 

Rgya4 : Construction de pXL2649. On : Origine de replication; Km^ : Gene 
marqueur conferant la resistance a la kanamycine: Amp^ : Gene marqueur conferant la 
resistance a I'ampicilline; gaUC : G6ne de la galaaosidase de E. CoU; Plac : Promoteur 
de I'operon lactose. 

10 FigU£S_5 : Activite luciferase obtenue apr6s transfection de fibroblastes murins 

NIH3T3 par le plasmide pXL2650. le minicercle g6n6r6 k partir du plasmide pXL2650 
et le PGL2-Control (Promega Piotech). La transfection a ete realisee dans les 
conditions suivantes: 0,5 mg d'ADN par puits. 50000 cellules par puits. 1^ Upofectant 
utilise est le RPR 115335. Le resultat est rapporte en RLU par microgramme de 

15 proteines en fonction du rapport de charge Upofectant/ ADN. 

Figure 6 : Construction du plasmide pXL2793. Ce plasmide gen^ apres 
recombinaison un minicercle comportant une sequence synthetique homopurique- 
homopyrimidique et la casette luciferase du pXL2727. 

Figure 7 : Le puits 1 correspond a la digestion de la fraaion eluee apres 
20 purification par colonne triple MUce par S^L Le puits 2 correspond a la digestion de 
la fraction eluee apres purification par colonne triple helice par J&iml. Le puits 3 
correspond a la fraction eluee apr6s purification par colonne triple h61ice. non digeree. 
Le puits 4 correspond au plasmide pXL2793 non induit. non digere. Les puits 5 et 6 
correspondent respectivement au marqueur de taiUe d ADN lineaire et d'ADN 
25 superenroule. 

Figures. Description schematique de la construction du plasmide pXL2776. 



wo 96/26270 



PCT/FR96/00274 



25 

Figure 9 . Description schematique des constructions des plasmides pXL2777 et 
pXL2960. 

Figure 10. Action de I'integrase du bacteriophage 1 chez E. coii sur les 
plasmides pXL2777 et pXL2960. M : marqueur de poids moleculaire 1 kb d'ADN 
5 lineaire, ou d'ADN surenroule. N.I. : non induit. I : induit. N.D. : non digere. 

Fi gure 11. Cinetique de recombinaison de I'integrase du bacteriophage 1 chez E. 
CQli sur les plasmides pXL2777 et pXL2960. 2\ 2 minutes. O/N: 14 heures. M : 
marqueur de poids moleculaire 1 kb d'ADN lineaire, ou d'ADN surenroule. N.I. : non 
induit. I : induit. N.D. : non digere. 

10 Techniques generates de clonage et de biolog^e moleculaire 

Les methodes classiques de bioiogie moleculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chiorure de cesium-bromure d'ethidium, les 
digestions par des enzymes de restriction, relectrophorese sur gel, I'electroelution des 
fragments d'ADN a partir de gels d'agarose, la transformation dans E. coli , la 
15 precipitation des acides liucleiques etc, sont decrites dans la litterature (Maniatis 

1989, Ausubel 1987). Les sequences nucleotidiques ont ete determinees par la 

methode de terminaison de chaines en suivant le protocole deja presente (Ausubel £t 
al.. 1987). 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New-England Biolabs 
20 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham Ltd (Amersham). 

Poiu- les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des 
gels d'agarose a 0,7 % ou d'acrylamide a 8 %, purifies par electrophorese puis 
electroelution, extraits au phenol, precipites a Fethanol puis incubes dans im tampon 
Tris-HCl pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM. ATP 2 mM, en presence 
25 d'ADN ligase du phage T4 (Biolabs). Les oligonucleotides sont synthetises en utilisant 
la chimie des phosphoramidites proteges en b par un groupement cyanoethyl (Sinha £i 
M., 1984, Giles 1985) avec le synthetiseur automatique d'ADN Biosearch 8600 en 
utilisant les recommandations du fabricant. 
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Les ADN Ugatures sont utilises pour transformer la souche rendue 
competentet: E- S2QU MC1060 •[(lasIQEZYA)X74. galU. SalK. SttA"-. hsdE] 
(Casadaban fii al- 1983) ; HBlOl [hsj^. sypEM. rffcA13. arg-H . CCqA2. lasXl. 
gaiK2 . ri2sL2fi. 2£3d=5. HilLl, X'. F-] (Maniatis si al-. 1989) et DH5a [sidAl hsdEH 
5 supE44 flu-l recAl gyrA96 rslAl ^SO dlacZAMlSl pour les plasmides. 

Les miUeux de culture LB et 2XTY sont utilises pour la paitie bacteriologique 
(Maniatis fit al-, 1989). 

Les ADN plasmidiques sont purifies suivant la technique de lyse alcaline 
(Maniatis fij Mm 1989). 
10 DftSitftion des termes employes et abreviations. 

ADN recombinant : ensemble de techniques qui permettent soit d'assccier au 
sein du meme mictoorganisme de» sequences tf ADN qui ne le sont pas naturellement. 
soit de mutageniser sp6cifiquement un fragment d'ADN. 

ATP : adenosine 5'-triphosphate 
15 BSA : serum albumine bovine 

PBS : tampon phosphate 10 mM, NaCl 150 mM. pH 7,4 

dNTP : Z-desoxyribonucleosides 5'-triphosphates 

DTT : dithiothreitol 

kb : kilobases 
20 pb : paires de bases 

Exemple 1 : Construction d un plasmide portant les sequences attP et 
attB . du bacteriophage , en orientations directes repetees . 

Le plasmide pNH16a a servi de materiel de depart dans la mesure ou U contient 
deja un fragmem de bacteriophage X portant la sequence allE (Hasan et Szybalski, 
25 1987). Ce plasmide a ete digere par EcqRI. Des oligonucleotides qui contiennem la 
sequence anB (Landy. 1989) ont ete synth6tises. lis om la sequence suivante 

Oligonucleotide 5476 (SEQ ID n'l) 
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5»-AATTGTGAAGCCTGCTTTrTTATACTAACTTGAGCGG-3' 
Oligonucleotide 5477 (SEQ ED n**2) 

5'-AATrCCGCTCAAGTrAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAC-3' 

Us ont ete hybrides pour reconstituer la sequence attB puis ligatures au site 
5 EcqRI du fragment EcoRI de 4,2 kb du pNH16a (Hasan et Szybalski, 1987). Apres 
transformation de DH5a, un clone recombinant a ete conserve. Le plasmide ainsi 
construit a et6 nomme pXL2648 (voir Figure 4). Ce plasmide contient les sequences 
attP et attB du bacteriophage en orientation directe. Sous Faction de Tintegrase du 
bacteriophage (proteine Int) il doit y avoir excision des sequences comprises entre les 
10 deux sites aQ, Ceci conduit a separer ce qui est insere entre les deux sequences al!, de 
Torigine de replication et du marqueur de resistance du plasmide. positionnes a 
Texterieur. 

Exemple 2 : Obtention iti Mvo chez E. coli d'un minicercle. 

Une cassette de resistance a la kanamycine a ete clonee au site Eco RI du 
15 plasmide pXL2648 (Figure 4). Cette cassette provient du plasmide pUC4KIXX 
(Pharmacia Biotech.). Pour ce faire, 10 g du plasmide pUC4KIXX ont ete digeres par 
EcoRI. puis separes par electrophorese sur gel d'agarose; le fragment de 1.6 kb 
contenant le marqueur de resistance a la kanamycine a ete purifie par electroelution; 3 
a ensuite et6 ligature au plasmide pXL2648 linearise par EqqRI. Les clones 
20 recombinants ont ete selectionnes apres transformation dans E. coli DH5a et selection 
pour la resistance a la kanamycine. Le profil de restriction attendu a ete observe sur un 
clone; ce clone plasmidique a ete nomme pXL2649 (Figure 4). Ce plasmide a ete 
introduit par transformation dans deux souches d'E- coli : 

D1210 rhsdS20 . SUDE44. recA13. ara-14. prQA2, IftgYl, ealO> 
25 rpsL20 . xvl-5. mtl-1 . k', F-, laclol (Sadler ^ al., 1980) 



D1210HP. qui correspond a DH1210 lysogenisee par le phage 2ds' (Xis" Kil*) 
£l857 (Podjaska ei al., 1985). 
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Les transformants ont ete selectionnes a 30^C sur milieu 2XTY avec de la 
kanamycine (50 mg/1). Apres reisolement sur milieu selectif, les souches ont ete 
inoculees dans 5 ml de milieu L supplemente avec de la kanamycine (50 mg/1). Apres 
16 hr d'incubation a SO'^C avec agitation (5 cm d'amplitude rotative) les cultures ont 
5 ete diluees au 1/lOOeme dans 100 ml du meme milieu. Ces cultures ont ete incubees 
dans les memes conditions jusqu'a atteindre tme DO610 0-3. A ce moment, la moitie 
de la culture a ete prelevee puis incubee 10 mn a 42^C pour induire le cycle lytique du 
phage , done Texpression de I'integrase. Apres cette incubation les cultures ont ete a 
nouveau transferees a SO^'C puis incubees 1 hr dans ces conditions. Ensuite, les 
10 cultures ont ete arretees et des minipreparations d'ADN plasmidiques ont ete realisees. 
Quelles que soient les conditions, dans la souche D1210, le profil d'electrophorese en 
gel d'agarose de TADN plasmidique non digere du plasmide pXL2649 est inchange 
ainsi que dans la souche D1210HP n'ayant pas ete induite thermiquement Au contraire 
dans D1210HP ayant ete incubee 10 mn a 42 puis cultivee 1 heure a 30^*0, on 
15 constate qu'il n*y a non plus un plasmide, mais deux molecules circulaires d'ADN : une 
de bas poids moleculaire, migrant le plus rapidement et contenant un site EcqRI; et une 
de plus haut poids molectdaire. contenant un site unique Bgll, comme attendu. II y a 
done bien eu excision des sequences presentes entre les deux sequences MI. et 
generation tfun minicercle denue de toute origine de replication. Get ADN, circulaire, 
20 superenroule, ne portant pas d'origine de replication est designe minicercle. Cette 
appelation rend en effet mieux compte du caractere circulaire de la molecule. Le 
plasmide pXL2649 de depart est present, mais il represente environ 10 % du plasmide 
ayant excise les sequences bordees par att- 

Le minicercle peut ensuite etre purifie par les techniques classiques de 
25 purification d'ADN plasmidique puisqu'il est superenroule comme de I'ADN 
plasmidique. Ces techniques comprennent, entre autre, la purification sur gradient de 
densite en chlorure de cesium, en presence de bromure d'ethidium, ou bien I'utilisation 
de colonnes d'echange d'anions (Maniatis et al., 1989). En outre si Ton estime que 
TADN plasmidique correspondant a Torigine de replication et au marqueur de selection 
30 est present en quantite trop imporiante, il est toujours possible apres purification 
dutiliser une ou plusieurs enzymes de restriction qui digereront le plasmide et pas le 
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minicercle, ce qui permet de les separer par des techniques separant TADN 
superenroule de I'ADN lineaire, telles qu'en gradient de densite en chlorure de cesium, 
en presence de bromure d'ethidium (Maniatis al-. 1989). 

Exemple 3 : Obtention d'un minicercle contenant une cassette 
5 d*expression de la luciferase. 

Afin de tester Tutilisation m vivo de ces minicercles, tin gene reporter avec les 
sequences necessaires a son expression a ete clone dans le plasmide pXL2649 
(cf exemple 2). II s'agit plus particulierement d'une cassette Bglll-BamHI de 3150 pb 
issue de pGL2-Control (Promega Biotech.). Cette cassette contient le promoteur 

10 precoce de SV40» Tenhanceur du promoteur precoce de SV40, le gene de la luciferase 
de Photinus pyralis et un site de polyadenylation derive de SV40. Le fragment Bglll- 
^nHI de 3150 bp a ete clone au site BamHI de pXL2649 digere par BamHI de 
maniere a remplacer la cassette de resistance a la kanamycine par la cassette 
d*expression de la luciferase de pGL2-control. Le plasmide ainsi construit a ete appele 

15 pXL2650. Dans ce plasmide les sites attP et attB bordent la cassette d'expression de la 
luciferase. La recombinaison site specifique permet d*exciser uniquement les sequences 
necessaires a Texpression de la luciferase ainsi que le gene de la luciferase. Celle-ci 
peut etre rgalis6e exactement comme decrit a Texemple 2. Un minicercle tel que le 
plasmide pXL2650 peut etre ensuite utilise dans des experiences de transfection m vivo 

20 ou in vitro . 

Une culture de 1 litre de la souche D1210HP pXL2650, en milieu 2XTY 
supplement^ avec de Tampicilline (50 mg/ml) a ete realisee a 30**C. A une DO610 egale 
a 0.3, la culture a ete transferee a 42^C pendant 20 mn, puis remise 20 mn a 30**C. 
L'ADN episomal a ete prepare par la technique du lysat clair (Maniatis el al.. 1989) 
25 suivie d'un gradient de densite en chlorure de cesium supplemente avec du bromure 
rfethidium (Maniatis gt Mm 1989), puis tfune extraction du bromure d*ethidium a 
risopropanol et d'une dialyse. Get ADN a montre contenir le minicercle. 100 g de cette 
preparation ont ete digeres par Psfl, puis Thydrolysat a ete soumis a un gradient de 
densite en chlorure de cesium supplemente avec du bromure d'ethiditim (Maniatis et 
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fll.. 1989). Un lesultat identique est obtenu lorsque la preparation est digeree 
conjointement par AlwNI et Xmnl. La forme superenroulee a 6te recuperee et apres 
elimination du bromure d'6thidium (Maniatis fit al-). eUe s est averse ne correspondre 
qu'au minicercle. d6pourvu d'origine de replication et de tout gene maiqueur. Cette 
5 preparation de minicercle peut etre utilisee pour des experiences de transfection in 
vitro et m vivo . 

Exemple 4 : Transfection in atEQ de ceUules de mammifcres et plus 
particulierement de cdlules humaines par un miracerde. 

L'ADN minicercle contenant le gene de la luciferase de PhQtinv»S pJOSl^ tel que 
10 d6crit a I'exemple 3, c'est a dire correspondent au minicercle genere a partir du 
plasmide pXL2650. est dilu6 dans du NaCl 150 mM et melange avec un transfectant. 
On peut utiliser divers transfectants commerciaux tels que le dioctadecylamido- 
glycylspetmine (DOGS. TransfectamTM. Proraega). la UpofectinTM (Gibco-BRL), 
etc. dans differents rapports de charges positivesM6gatives. A titre illustratif. I'agent 
15 transfectant a et6 utilisfe dans des rapports de charges sup6rieurs ou 6gaux a 3. Le 
melange est vortex6. lai&e 10 minutes a temperature ambianie, dilue dans du miUeu de 
culture depourvu de s6rum de veau foetal, puis ajoute aux ceUules. a raison de 2 \ig 
d'ADN par puits de culture. Les ceUules utilisees sont des Caco-2. derivees d'un 
adenocarcinome du colon humain. cultivees selon un protocole d6crit (Wils el al-. 
20 1994) et ensemencees la veille de I'experience dans des plaques de culture a 48 puits. a 
raison de 50.000 cellules/puits. Apres deux heures a 37»C. on ajoute 10% v/v de serum 
de veau foetal et les cellules sont incubees 24 heures a 37»C en presence de 5% de 
C02. Les cellules sont lavees deux f ois au PBS et I'activite luciferase est mesuree selon 
le protocole d6crit (tel que le kit Promega). On peut utiUser d'autres lignees 
25 (fibroblastes, lymphocytes,...) provenam de differentes especes. ou bien des cellules 
prelevees chez un individu (fibroblastes. keratinocytes. lymphocytes,...) et qui lui 
seront reinjectees apres transfection. 

Exemple 5 : Transfection in vitro de ceUules NIH 3T3 
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L'ADN minicercle contenant le gene de la luciferase de Photinus pyralis . tel que 
decrit a Texemple 3, c*est a dire correspondant au minicercle genere a partir du 
piasmide pXL2650 a ete transfecte in vitro dans des cellules de mammiferes; le 
pXL2650 et le PGL2-Control (Promega Biotech.) qui component la meme casette 

5 d'expression ont ete utilises comme controle. Les cellules utilisees sont des fibroblastes 
murins NIH 3T3. ensemencees la veiUe de Texperience dans des plaques de culture a 
24 puits, a raison de 50.000 cellules par puits. Le piasmide est dilue dans du NaCl 150 
mM et melange avec le lipofectant RPRl 15335. Cependant on peut utiliser divers 
autres agents commerciaux tels que le dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS, 

0 Transfectam'TM' Promega) (Demeneix et al. Int. J. Dev. Biol. 35 (1991) 481), la 
LipofectinTM (Gibco-BRL) (Fegner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 
7413). etc. On utilise un rapport de charges positives du lipofectant/charges negatives 
de FADN egal ou superieur a 3. Le melange est vortexe, laisse dix minutes a 
temperattire ambiante, dilue dans du milieu depourvu de serum de veau foetal, puis 

5 ajoute aux cellules, a raison de 0,5 mg rfADN par puits de ctilture. Apres deux heures 
a 37**C, on ajoute 10 % volume a volume de serum de veau foetal et les cellules sont 
incubees 48 heures a 37^0 en presence de 5 % de CO2. Les cellules sont lavees deiix 
fois avec du PBS et Tactivite luciferase est mesuree selon le protocole decrit (kit 
Promega, Promega Corp. Madison. WI). sur un luminometre Lumat LB9501 (EG et G 

3 Berthold, Evry). Les resultats de transfection correspondant aux conditions qui 
vierment d'etre enoncees sont presentes figure 5. lis montrent sans ambiguite que le 
minicercle presente les memes proprietes de transfection que des plasmides possedant 
ime origine de replication. Ainsi ces minicercles pourraient etre utiliser indifferemment 
de plasmides standards dans des applications de therapie genique. 

5 Exemple 6 : Purification d'un minicercle par affinite en udlisant une 

Interaction helice-triple. 

Cet exemple decrit tme methode de purification tfun minicercle selon 
I'invention a partir d'un melange comportant la forme plasmidique Tayant excise, par 
des interactions de type triple helice qui vont se faire avec une sequence d'ADN 
) synthetique portee par le minicercle a purifier. Cet exemple demontre comment la 
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technologie de purification par formation d'tine triple heUce peut etre utilisee pour 
s6parer un minicercle d'une forme plasmidique I'ayant excise. 

6-1. Obtention d un minicercle comportant une sequence synthfctique 
homopurique-homopyrimidique. 

5 ^.1 1 ■ Tnsertinp H'une sequ '^n^ft hnmnpurique- homopyPTnidiQW dans le 

plasmide pXL2650 

Le plasmide pXL2650 possede un site unique EamHI juste apr^ la cassette 
contenant le gene de la luciferase de Pho tin u s pyalis. Ce site unique a ete utilise pour 
doner les deux oligonucl6otides suivants : 

10 4957 (SEQIDn°3) 

5'-GATCCGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA 

AGAAGAAGAAGAAC-3' 

4958 (SEQIDn**4) 

S^GATCGTrCTrrCTrCTTCTrCTTCTTCTTClTCTrCTTCTTCTrCTrC 

15 TTCTTCTTCG-3' 

Ces oligonucleotides, une fois hybrides et clones sur le plasmide pXL2650 
apportent une sequence homopurique-homopyrimidique (GAA)17. comme decrit 

d-dessus. 

Pour r^aliser ce clonage les olignonucl^otides ont tout d'abord 6te hybrides de 
20 la maniere suivante. Un g de chacun de ces deux oligonucleotides ont §te mis ensemble 
dans 40 ml d'un tampon final 50 mM Tris-HCl pH 7.4. 10 mM MgCl2. Ce melange a 
ete chauffe a 95°C. puis il a ete place a la temperature amWante de maniere que la 
temperature s'abaisse lentement. Dix ng du melange d'oligonucltotides hybrides ont ete 
ligature avec 200 ng du plasmide pXL2650 linearise par lamHI. 30 ml final. Apres 
25 Ugature une aliquote a ete transformee dans DH5. melanges de transformation ont 
ete etales sur milieu L supplemente avec de rampicUline (50 mgA). Vingt quatre clones 
ont ete digeres par EflMI et BamHI. Un clone a ete trouve qui avait la taiUe du 
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fragment HlMI-BffliHI de 950 pb augmente de 50 pb. Ce clone a ete retenu et nomme 
pXL2651. 

Le plasmide pXL2651 a ete purifie selon le kit Wizard Megaprep (Promega 
Corp., Madison, WI) en suivant les recommandations du foumisseur. 

5 6-1.2. Insertion June sequenc e homopiirique- homopyrimidique dans le 

plasmide pXL2M9 

a) Insertion de nouveaux sites de restriction de part et d*autre de la cassette 
kanamycine du pXL2649. 

Le plasmide pXL2649, tel qu'il a ete decrit exemple 2, a ete digere par Eco RI 
10 de maniere a ressortir la cassette kanamycine provenant du plasmide pUC4KIXX 
(PharmaciaBiotech, Uppsala, Suede). Pour ce faire 5 mg du plasmide pXL2649 ont ete 
digeres par EcqRI. Le fragment de 4,2 kb a ete separe par electrophorese sur gel 
d*agarose et purifie par 61ectroelution. 

D'autre part le plfismide pXL1571 a ete utilise. Celui-ci a ete construit a partir 
15 du plasmide pFRlO (Gene 25 (1983), 71-88), dans lequel le fragment de 1,6 kb 
provenant du pUC4KIXX, correspondant au gene de la kanamycine, a ete insere en 
Sal. Ce clonage a permis dinserer de part et d*autre du gene de la kanamycine 12 
nouveaux sites de restriction. 

Cinq micro grammes de pXL1571 ont ete dialyses par EcqRI, Le fragment de 
20 1 ,6 kb correspondant au gene de la kanamycine a ete separe par electrophorese sur gel 
d'agarose et. purifie par electroelution. II a ete ensuite ligature avec le fragment Eco RI 
de 4,2 kb du pXL2649, Les clones recombinants ont ete selectionnes apres 
transformation dans E. coli DH5a et selection pour la resistance a la kanamycine et a 
Tampicilline. Le profil de restriction attendu a ete observe sur xin clone; ce clone 
25 plasmidique a ete nomme pXL2791. 

b) Extraction de la cassette kanamycine du plasmide pXL2791 
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Le plasmide pXL2791 a 6t6 digere par SsH de maniere a ressortir la cassette 
kanamycine. Le fragment de 4,2 kb a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose et 
purifie par le kit de gel extraction Jetsorb (Genomed). II a ensuite ete Ugature. Les 
clones recombinants ont 6t6 s61ectionnes pour la resistance a Tampicilline apres 
5 transformation dans £. csdi DH5a. Le profil de restriction attendu a ete observe sur un 
clone. Ce clone plasmidique a et6 nomme pXL2792. Ce clone comprend. entre autre, 
des sites de restriction Sail et Xma l entre les sites afiE et alffi^ 

c) Clonage d'une sequence homopurique-homopyrimidique ainsi que d'une 
cassette permettant I'expression de la luciferase entre les deux sites aitE et asB du 
10 plasmide pXL2792 

Le plasmide pXL2727 a ete utiUse. Ce plasmide, digere par 2&nal et S^I. 
permet de lessortir un fragment comprenant : le promoteur pCMV. le gene de la 
luciferase de photinus pyolis. un site de polyadenylation derive de SV40 et une 
sequence homopurique-homopyrimidique. Cette demiere a et6 obtenue apres 
15 hybridation et clonage des deux oligontacleotides suivants : 

6006 : (SEQ ID N.16) 

5 ' -GATCTGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA 
AGAAGAACTGCAGATCT-3 ' 

6008 : (SEQ ID N.17) 

20 5 • -GATCAGATCTGCAGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT 

CTTCTTCTTCTTCTTCA-3 ' 

La sequence homopurique-homopyrimidique presente sur le pXL2727 a ete 
s6quencee par la methode Sequenase Version 2.0 (United States Biochemical 
Corporation). Le resultat obtenu montre que la sequence homopurique- 
25 homopyrimidique reellement presente sur le plasmide pXL2727 comporte 10 
repetitions (GAA-CTT) et non 17 conrune le laissait prevoir la sequence des 
oligonucleotides 6006 et 6008. La sequence reellement presente sur le plasmide 
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pXL2727, lue apres sequengage sur le brin correspondant a Foligonucleotide 6008. est 
la suivante : 

5'- 

GATCAGATCTGCAGTCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCTT 
5 CTTCA-3' (SEQ ID N.18) 

Un micro gramme de pXL2727 a ete digere par Xma l et Sail. Le fragment de 
3,7 kb a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose et purifie par le kit de gel 
extraction Jetsorb (Genomed). D'autre part 1,7 mg de pXL2792 a ete digere par Xma l 
et Sail. Le fragment de 4,2 kb a ete separe sur gel d'agarose, purifie par le kit de gel 

10 extraction Jetsorb (genomed), et ligature avec le fragment Xma l-Sall de 3.7 kb du 
pXL2727. Les clones recombinants ont ete selectionnes apres transformation dans E. 
fifidi DH5a et selection pour la resistance a Tampicilline. Le profil de restriction attendu 
a ete observe sur un clone; ce clone a ete nomme pXL2793. Le plasmide pXL2793 a 
ete purifie en utilisant un gradient de densite en chlorure de cesium selon une methode 

15 deja decrite (Maniatis gLal..l989). 

6-2. Preparation de la colonne permettant de faire dcs interactions de 
type triple helice avcc une sequence homopurine-homopyrimidine presente sur le 
minicercle. 

La coloime a ete preparee de la maniere suivante : 

20 La colonne utilisee est xme colorme HiTrap activee au NHS 

(N-hydroxysuccinimide. Pharmacia) de 1 ml, cormectee sur ime pompe peristaltique 
(debit< 1 ml/min). L'oligonucleotide specif ique utilise possede tm groupement NH2 en 
5'. 

Pour le plasmide pXL2651, sa sequence est la suivante : 
25 5'-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3* (SEQ ID n^5) 

Pour le plasmide pXL2793, sa sequence est la suivante (oli go 116418) : 
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5^CTTCTrcTrCTTCTTCTTCTr-3' (SEQ ID N. 19) 

Les tampons utilises sont les suivants : 

Tampon de couplage : NaHCOa 0.2 M, NaCl 0.5 M. pH 8.3 

Tampcai de lavage ; 
5 Tampon A : ethanolamine 0.5 M, NaCl 0,5 M. pH 8.3 

Tampon B : acetate 0,1 M. NaCl 0.5 M pH 4 

Tampon de fixation et d'elution : 

Tampon F : NaCl 2 M, acetate 0,2 M pH 4,5 

Tampon E : Tris 1 M. HCI pH 9, EDTA 0,5 mM 
10 La colonne est preparee de la maniere suivante : 

La colonne est lavee par 6 ml de HCI 1 mM. puis Toligonucltotide dUue dans le 
tampon de couplage (50 nmoles dans 1 ml) est appUqu6e sur la colonne et laisse 30 
minutes h temperature ambiante. La colonne est lav6e par 3 ml de tampon de couplage. 
puis par 6 ml de tampon A. suivi de 6 ml de tampon B. Ces deux demiers tampons 
15 sont appUques successivement trois fois sur la colonne. roligonucleotide est ainsi lie 
covalemment a la colonne par une Uaison CONH. La colonne est stockee a 4«'C dans 
du PBS 0,1 % NaN3. 

6-3. Purification d'un minicerde comportant une sequence synthetique 
homopurique-homopyrimidique. par une interaction de type triple-helice. 

20 ■ Purifir atirm du plasmide oXL2651 

Le plasmide pXL2651 a ete inu-oduit dans la souche D1210HP. Cette souche 
recombinante [D1210HP (pXL2651)] a ete cultivee comme cela est decrit a I'exemple 
3. de maniere a generer le minicercle contenant le gene de la luciferase de Photinus 
pyralis . Vingt ml de culture ont ete preleves et centrifuges. Le culot cellulaire est repris 
25 dans 1.5 ml de glucose 50 mM. Tris 25 mM HCI pH 8, EDTA 10 mM. La lyse est 
faite par 2 ml de NaOH 0,2 M, SDS 1 %, et la neutraUsation par 1.5 ml d'acetate de 
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potassium 3 M, pH 5. L'ADN est ensuite precipite par 3 ml de propranol-2. le culot est 
repris dans 0,5 ml d'ac6tate de sodium 0,2 M pH 5, NaCl 04M et charge sur une 
colomie d' oligonuclfotides capable de fomier des interactions de type triple helice 
avec des sequences poly GAA contenues dans le minicercle, comme decrit 
5 precedemment. La colonne ayant ete prealablement lavee avec 6 ml de tampon F, la 
solution contenant le minicercle a purifier apres avoir ete appliquee sur la colonne est 
incubee deux heures a temperature ambiante. La colonne est lavee par 10 ml de 
tampon F puis Telution se fait par du tampon E. 

On obtient ainsi de I'ADN purifie correspondant au minicercle. Le minicercle 
10 obtenu» analyse par electrophorese sur gel d*agarose et coloration au bromure 
d'ethidium, se presente sous la forme dune seule bande d'ADN circulaire super 
enroulee. II subsiste dans la preparation moins de 5 % de plasmide pXL2651 de 
depart. 

6-3.2, Purification du plasmide pXL2793 

15 Le plasmide pXL2793 de 7,9 kb a ete introduit dans la souche D1210HP. Cette 

souche recombinante a ete cultivee comme cela est decrit a Texemple 3, de maniere a 
generer le minicercle de 4 kb contenant le gene de la luciferase de Photinus pyralis et 
un plasmide de 3,9 kb. Deux cent ml de culture ont et6 pr61eves et centrifuges. Le 
culot cellulaire a et6 traite par le Kit Wizard Megaprep (Promega Corp„Madison,WI) 

20 en suivant les recommandations du foumisseur. LADN a ete repris dans un volume 
final de 2 ml de Tris ImM, EDTA 1 mM, pH 8. Deux cent cinquante micro litres de 
cet echantillon plasmidique ont ete dilues avec du tampon F dans un volume final de 
2,5 ml. La colonne a ete prealablement lavee avec 6 ml de tampon F. La totalite de 
Techantillon dilue a ete charge sur une colonne dbligonucleotide capable de former des 

25 interactions de type triple helice avec des sequences poly GAA contenues dans le 
minicercle, preparee comme decrit precedemment. Apres lavage par 10 ml de tampon 
F, Felution se fait par du tampon E. L'echantillon elue est recupere par fraction de 1 ml. 

Par cene methode on obtient de I'ADN purifie correspondant au minicercle 
genere a partir de pXL2793. Lechantilion d*ADN elue de la colonne a ete analyse par 
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electrophorese sur gel d'agarose et coloration au bromure d'ethidium et par restriction 
enzymatique. Pour ce fair© les fractions 61ufes se revelant contenir de I'ADN par 
dosage a DO260 nm ont 6t6 dialysees 24 heures centre du Tris ImM, EDTA ImM, 
puis precipitees a Tisopropanol et repris dans 200 ml d'H20. Quinze micro Utres de 
I'echantiUon ainsi obtenu ont ete digeres par Sail, ce site de restriction 6tant present sur 
le minicercle et pas sur le plasmide de 3,9 kb genere par la recombinaison. ou par 
Xmn l. ce site de restriction etant present sur le plasmide de 3,9 kb genere par la 
recombinaison et pas sur le minicercle. Le resultat obtenu est presente sur la figure 7, 
montrant que le minicercle a ete purif i6 du plasmide recombinant, 

Exemple 7 : Transfection in vivo de ceUuIes de mammlferes par un 
minicercle. 



Cet exemple d6crit le transfert d'un minicercle codant pour le gene de la 
luciferase dans le cerveau de souris,nouveau-nees. Le minicercle (30 ^g) est dilu6 dans 
du NaCl 150 mM st6rile, h une concentration de 1 |ig/kd. On rajoute ensuite un 

15 transfectant synth^tique. tel que le dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS), dans un 
rapport de charges positives/negatives inferieur ou egal a 2. Le melange est vortexe et 
2 ^g d'ADN sont injectes dans le cortex cerebral de souris nouveau-n6es anesthesiees. 
a I'aide d'un micromanipulateur et dune microseringue. Les cerveaux sont preleves 48 
heures plus tard. homogeneises, centrifuges et le sumageant est utilise pour le dosage 

20 de la luciferase par les protocoles decrits (tels le kit Promega) . 

Exemple 8 : Utilisation du locus nac de RK2 pour diminuer la presence de 
topo-isomeres de minicercle ou de miniplasmide 

Cet exemple met en evidence la presence de formes topologiques derivees i) du 
plasmide poss6dant les sequences aoE et allE en orientation directe, ii) du minicercle 
25 ou iii) du miniplasmide. apres action de l'int6grase du bacteriophage 1 chez E- SOli- 
Cet exemple montre aussi que ces formes topologiques ou oligomeriques peuvent etre 
resolues par I'utiUsation du locus pat de RK2 (Gerlitz et coll. 1990 J. Bacterid. 
172p6194). En effet. ce locus contient en particulier le gene pacA codant pour une 
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resolvase agissant au site mrs (systeme de resolution de multimeres) (Eberl et coll. 
1994 Mol. MicrohioL12 p.l31). 

8-l.-Construction des plasmides pXL2777 et pXL2960 

Les plasmides pXL2777 et pXL2960 sent derives du vecteur pXL2776 et 
5 possedent en commun le replicon minimal de ColEl. le gene du transposon Tn5 
codant pour la resistance k la kanamycine et les sequences attP et attB du 
bacteriophage 1 en orientation directe. Ces plasmides sont differents au niveau des 
genes inseres entre les sequences MtE et attB en particulier le pXL2777 contient la 
cassette omegon (codant pour le gene de resistance a la spectinomycine) alors que le 
1 0 plasmide pXL2960 porte le locus par de RK2. 

Vecteur minimal pXL2658 

Le vecteur pXL2658 (2,513 kb) possede le replicon minimal de ColEl issu de 
pBluescript (on) et le gene du transposon Tn5 codant pour la resistance a la 
kanamycine (Km) pour maiqueur de selection. Apres avoir rendu I'extremite Bsa l 

15 franche par action de la Klenow, le fragment ^I-Emll de 1,15 kb de pBKS+ 
(provenant de Stratagene) a ete clone avec le fragment Sma l de 1,2 kb du pUC4KIXX 
(provenant de Pharmacia) pour generer le plasmide pXL2647. Les oligonucleotides 
5542 5'(AGC TTC TCG AGC TGC AGG ATA TCG AAT TCG GAT CCT CTA 
GAG CGG CCG CGA GCT CC)3* (SEQ ID N.20) et 5543 5'(AGC TGG AGC TCG 

20 CGG CCG CTC TAG AGG ATC CGA ATT CGA TAT CCT GCA GCT CGA 
GA)3' (SEQ ID N.21) ont ete hybrides entre eux puis clones au site Hindlll du 
pXL2647 ainsi est construit le pXL2658. Sur ce plasmide, le multisite est Sstl, Not l. 
Xbal, BamHI. EcqRI. EcqRV, Psll. Xho l, et Hiodlll entre Torigine de replication et 
le gene codant pour la resistance a la kanamycine. 

25 8-1.2. Vecteur pXL2776 contenan t les sequences attP et attB du pha ge 1 

Le vecteur pXL2776 (2,93 kb) possede le replicon minimal de ColEl issu de 
pBluescript, le gene codant pour la resistance a la kanamycine et les sequences attP et 
attB du bacteriophage I en orientation directe, voir figure 8. La sequence attB de 29 
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pb (Mizuuchi et coll. 1980 Proc. NaU. Acad. Sci. USA 77 p3220) a ete introduite 
entre les sites de restriction Sad et Ifindlll du pXL2658 apres avoir hybride 
roligonucleotide sens 6194 5'(ACT APT GGC CAI_QC^CC GCT CAA GTT 
AGT ATA AAA AAG CAG GCT TCA G)3' (SEQ ID N.22) avec I'oUgonucleotide 
5 antisens 6195 'S- (AGC T CT GAA GCC TGC TTT TTT ATA CTA ACT TGA GCG 
rx AT GCA T GG rr ^ TTA GTA GCT) 3' (SEQ ID N.23) de telle sorte que les sites 
SacI et Hindlll ne soient plus reconstitu6s apres clonage. Ce plasmide, dont la 
sequence a ete verifiee en afiS, est alors digere par Spgl et Nsil pour y introduire la 
s6quence attE encadree par les sites de restriction lisil et 23221 et generer alors le 
10 plasmide pXL2776. La sequence aflE a ete obtenue par amplification PCR en utilisant 
le plasmide pXL2649 (decrit dans I'exemple 2) comme matrice, les oligonucleotides 
6190 sens 5'(GCG TCT AGA ACA GTA TCG TGA TGA CAG AOS' (SEQ ID 
N.24) et 6191 antisens 5'(GCC AAG CTT AGC TTT GCA CTG GAT TGC GA>3' 
(SEQ ID N.25) et en effectuant 30 cycles au cours desquels la temperature 
15 d'hybridation est de SO^C . Le produit PCR dig6re par les sites Xl2al et Ifindlll a ete 
clone dans le phage MI3mpEH entre les sites Xbal et HindllL La sequence amplifiee 
est identique a la sequence de attE dterite dans Lambda U (6dite par R.W. Hendrix. 
J.W. Roberts, F.W. Stahl, R.A. Weisberg: Cold Spring Harbor Laboratory 1983) entre 
les positions 27480 et 27863. 

20 1 P1««nidepXL2777 

Le plasmide pXL2777 (6.9 kb) possede le replicon nunimal de ColEl issu de 
pBluescript. le gene codant pour la resistance a la kanamycine, les sequences atlE et 
attB du bacteriophage 1 en orientation directe et separees par le gene sacE codant pour 
la levanesucrase de E. suMUs (P- Gay et coll. 1983 J. Bacteriol. 153 pl424) et 
25 romegon Sp codant pour le gene de resistance a la spectinomycine Sp et la 
streptomycine Sm (P. Prentki et coll. 1984 Gene 29 p303). La cassette sasE-Sp ayant 
des extremites de clonage EeoEV et Nsil provient du plasmide pXL2757 
(FR95/01632) et a 6t§ clonfe entre les sites EcoRV et lisil du pXL2776 pour former 
le pXL2777. 
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8-1.4. PlasTnid epXL2960 

Le plasmide pXL2960 (7,3 kb) possede le replicon minimal de ColEl issu de 
pBluescript, le gene codant pour la resistance a la kanamycine, les sequences attP et 
attB du bacteriophage 1 en orientation directe et separees par i) le gene sacB codant 
5 pour la levanesucrase de B, subtilis (P. Gay et coll. 1983 J. Bacteriol. 153 pl424) et ii) 
le locus pM de RK2 (Gerlitz et coll. 1990 J. Bacteriol. 172p6194). La cassette par 
ayant des extremites BamHI provient du plasmide pXL2433 (PCT/FR95/01178) et a 
ete introduite entre les sites BamHI du pXL2777 pour generer le pXL2960. 

8-2. Resolution de topo-isomeres de minicercle ou de miniplasmide 

10 Les plasmides pXL2777 et pXL2960 ont ete introduits par transformation dans 

la souche de E. esdi D1210HP. Les transformants ont ete selectionnes et analyses 
oomme cela a ete decrit dans I'exemple 2 avec les modifications suivantes : 
I'expression de Tintegrase a ete induite a 42®C pendant 15 min lorsque la densite 
optique a 610 nm des cellules est de 1.8 puis les cellules sont incubees a 30°C pendant 

15 30 min, voir figure 9 ou pendant une duree variant de 2 minutes a 14 heures (O/N), 
voir figure 10, L' ADN plasmidique provenant des cultures non induite et induite a ete 
analyse sur gel d' agarose avant ou apres digestion par un enzyme de restriction unique 
a la partie minicercle (EcoR I) ou miniplasmide (Bglll). voir figure Y, ou apres action 
de r ADN topo-isomerase A ou la gyrase de £Qli- Les formes dimeres surenroulees 

20 de minicercle ou miniplasmide sont clairement mises en evidence par i) leur poids 
moleculaire, ii) leur linearisation par Tenzyme de restriction, iii) leur changement de 
topologie par Taction de la topo-isomerase A (dimere relache) ou de la gyrase (dimere 
supersuperenroule), iv) ITiybridation specif ique avec un fragment interne propre au 
minicetcle ou au miniplasmide. D'autres formes topologiques de poids moleculaires 

25 plus elevees que celui du plasmide initial sont issues du plasmide initial ou du 
minicercle ou du miniplasmide puisqu'elles disparaissent apres digestion par Tenzyme 
de restriction unique a la partie minicercle (EcoR I) ou miniplasmide (Bglll). Ces 
formes sont beaucoup moins abondantes avec le pXL2960 qu'avec le pXL2777 
comme plasmide initial, voir figure 10. En particulier la forme dimere de minicercle est 

30 presente de maniere non negligeable avec le plasmide pXL2777 alors qu'elle est 
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invisible avec le plasmide pXL2960, lorsque les ceUules sont incubees au moins 30 min 
a 30"C. voir figures 9 et 10. II est a noter que des dimeres de minicercle sont observes 
en debut de cin6tique avec le pXL2960 (2 a 10 min.). puis sont ensuite resolus (apres 
30 min.). voir figure 10. Par consequent le locus pat conduit a une diminution 
5 significative des formes oUgomeriques/topologiques resultant de Taction de I'integtase 
du bacteriophage 1 chez E- sdi sur les plasmides contenant les sequences auE et allE 
en orientation directe. 



wo 96/26270 



PCT/FR96/00274 



43 



IDENTmCATTON PES SFQ UENCES NT ICLEQTIDIOT IK.q 

SEQ ID n° 1 : Oligonucleotide 5476 : 

5" -AATTGTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTGAGCGG-3 ' 

SEQ ID n° 2 : Oligonucleotide 5477 

5 • -AATTCCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAC-3 ' 

SEQ ID n° 3 : Oligonucleotide 4957 : 

5 ' -GATCCGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAC-3 ' 
SEQ ID n° 4 : Oligonucleotide 4958 : 

5 ' -GATCGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCG-3 ' 
SEQ ID n° 5 : oligonucleotide poly-CTT : 
5 ' -GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3 ' 

SEQ ID n° 6 : (Sequence atlE du phage lambda) : 
5 • --CTGCTTTTTTATACTAACTTG-3 * 

SEQ ID n^ 7 : (Sequence attP du phage lambda) : 



SEQ ID n*" 8 : (Sequence atJlE du phage P22) : 
5 ' -CAGCGCATTCGTAATGCGAAG-3 ' 

SEQ ID n"* 9 : (Sequence attP du phage P22) : 
5 ' -CTTATAATTCGTAATGCGAAG-3 ' 

SEQ ID n** 10 : (Sequence attB du phage F80) : 
5 • -AACACTTTCTTAAATGGTT-3 ' 

SEQ ID n"" 1 1 : (Sequence attP du phage F80) : 
5 ' -AACACTTTCTTAAATTGTC-~3 " 

SEQ ID n° 12 : (Sequence attB du phage HP1 )' : 
5 ' -AAGGGATTTAAAATCCCTC-3 * 

SEQ ID n^ 13 : (Sequence attP du phage HP1) : 
5 • -ATGGTATTTAAAATCCCTC-3 ' 

SEQ ID n° 14 : (Sequence att du plasmide pSAM2) : 

5 • -TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGAACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA-3 ' 

SEQ ID n° 15 : (Sequence de reconnaissance de la resolvase 

du transposon Tn^) : 

5 ' -CGTCGAAATATTATAAATTATCAGACA-3 ' 
SEQ ID n° 16 : oligonucleotide 6006 : 

5 • -GATCTGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG 
AACTGCAGATCT-3 ' 

SEQ ID n^ 17 : oligonucleotide 6008 : 
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5 • -GATCAGATCTGCAGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCT 
TCTTCTTCTTCA-3 ' 

SEQ ID n** 18 resequence presente sur le plasmide pXL2727 
correspondant a 1 ' oligonucleotide 6008) : 
5 5 • -GATCAGATCTGCAGTCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCTTCT 
TCA-3 ' 

SEQ ID n"* 19 : (Oligonucleotide 116418) : 
5 • -CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3 ' 
SEQ ID n**20 : (oligonucleotide 5542) : 
10 5 ' -AGCTTCTCGAGCTGCAGGATATCGAATTCGGATCCTCTAGAGCGGCCGCGAGCT 
CC-3' 

SEQ ID n° 21 : (oligonucleotide 5543) : 

5 ' -AGCTGGAGCTCGCGGCCGCTCTAGAGGATCCGAATTCGATATCCTGCAGCTCGA 
GA-3' 

15 SEQ ID n"* 22 : oligonucleotide sens 6194 : 

5 ' -actagiggccaig£m:ccgctcaagttagtataaaaaagcaggcttcag-3 ' 

SEQ ID n° 23 : oligonucleotide antisens 6195 : 

5 ' .^^SClCTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTGAGCGGAIfiCMlGGCCAi^ 

<3CT-3^ 

20 SEQ ID n*" 24 : oligonucleotide sens 6190 : 
5 ' -ac aTCTAGAA CAGTATCGTGATGACAGAG- 3 ^ 
SEQ ID n** 25 : oligonucleotide antisens 6191 : 

5 ' -GCC AAGCTT AGCTTTGCACTGGATTGCGA- 3 ' 
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LISTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATION GENERALE : 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 



15 



(ii) TITRE DE L' INVENTION: Molecules d'ADN, preparation et 
utilisation en th6rapie ginique. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 25 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES Dj: LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 
30 (C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

40 (xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AATTGTGAAG CCTGCTTTTT TATACTAACT TGAGCGG 



45 



55 



37 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 
50 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



60 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
AATTCCGCTC AAGTTAGTAT AAAAAAGCAG GCTTCAC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( i i i ) H YPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



10 



20 



30 



35 



50 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



GATCCGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAC 
£^ 5*7 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: f acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
40 (iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

45 GATCGTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCG 
57 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
55 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



60 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



WO9d/26270 



PCT/ni96/00274 



10 



20 



25 



48 



(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

5 25 
GAGGCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTT 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



50 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



CTGCTTTTTT 
21 



ATACTAACTT 



30 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
35 (c) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
40 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

45 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



CAGCTTTTTT 
21 



ATACTAAGTT 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
55 (B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



60 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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25 



55 



49 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

CAGCGCATTC GTAATGCGAA 
21 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
15 (A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

20 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 



CTTATAATTC GTAATGCGAA G 

30 21 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
CC) NOMBRE DE BRINS: double 
(D) CONFIGURATION: lin^aire 

40 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
45 <iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

50 AACACTTTCT TAAATGGTT 
19 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
60 (D) CONFIGURATION: lineaire 
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50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TAAATTGTC 

AACACTTTCT 
19 



15 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl§ique 
20 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

AAATCCCTC 



35 



45 



50 



55 



AAGGGATTTA 
19 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 
40 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

AAATCCCTC 

ATGGTATTTA 
19 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 49 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

{ii> TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

TTCTCTGTCG GGGTGGCGGG ATTTGAACCC ACGACCTCTT CGTCCCGAA 

49 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N0^4BRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

CGTCGAAATA TTATAAATTA TCAGACA 

27 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

GATCTGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAACTGC 
60 

AGATCT 
66 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



15 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GATCAGATCT GCAGTTCTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT 

20 60 

TCTTCA 
66 

25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES Dg LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 58 'paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 
30 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

GATCAGATCT GCAGTCTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT CTTCTTCA 



45 



55 



58 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
50 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



60 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT 
21 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 56 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( i i i ) H YPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



20 



50 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 20: 



AGCTTCTCGA GCTGCAGGAT ATCGAATTCG GATCCTCTAG AGCGGCCGCG AGCTCC 
25 56 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21 : 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 56 paires de bases 

(B) TYPE: iacide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lindaire 

35 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
40 (iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

45 AGCTGGAGCT CGCGGCCGCT CTAGAGGATC CGAATTCGAT ATCCTGCAGC TCGAGA 
56 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 49 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
55 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

60 
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54 

(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
ACTAGTGGCC ATGCATCCGC TCAAGTTAGT ATAAAAAAGC AGGCTTCAG 



49 



10 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
15 (c) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
20 (iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



25 <xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

AGCTCTGAAG CCTGCTTTTT TATACTAACT TGAGCGGATG CATGGCCACT AGTAGCT 



40 



45 



50 



57 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
35 (B) TYPE: acide nucl4ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: liniaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 



GCGTCTAGAA 
29 



CAGTATCGTG ATGACAGAG 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25: 



Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

60 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 

_ _CA 
10 29 



GCCAAGCTTA GCTTTGCACT GGATTGCGA 
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pPVFNnTr.ATIONS 

1. Molecule d'ADN double brin caract6ris6e en ce que : 

- elle est sous forme circulaire et superenroulee. 

- elle comprend une cassette d'expression constituee d'un gene d'interet sous 
5 controle d'un promoteur et d'un terminateur transcriptionnels actifs dans les ceUules 

manuniferes, 

- elle est depourvue d'origine de replicaticwi 

- elle est depourvue de gene marqueur, et, 

- elle comprend une region resultant de la recombinaison site-specifique entre 
10 deux sequences, ladite region etant situee hors de la cassette d'expression. 

2. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'eUe contient en outre une 
sequence capable d'interagir specifiquement avec un ligand. 

3. Mol6cule selon la revendication 2 caracterisee en ce que la sequence capable 
d'interagir specifiquement avec un Ugand est une sequence capable de former une 

15 triple-heUce par hybridation avec un oligonucleotide specif ique. 

4. Molecule selon la revendication 3 caract6ris6e en ce que la sequence capable de 
former une triple-helice comprend de 5 a 30 paires de bases. 

5. Molecule selon la revendication 3 ou 4 caracterisee en ce que la sequence capable 
de former une triple-helice est une sequence homopurique-homopyrimidique. 

20 6. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
resultant de la recombinaison site-specifique entre deux sequences d'attachement sa ou 
entre deux sequences de reconnaissance de la resolvase d'un transposon ou parA de 
RK2. 

7. Molecule selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce qu'elle 
25 comprend en outre une sequence mrs issue du locus par de RK2. permettant de 

resoudre les multimEres. 

8. Molecule selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce que le gene 
d'interet est un acide nucleique codant pour un produit therapeutique. vaccinal, 
agronomique ou vetermaire. 



wo 9d/26270 



PCT/FR96;00274 



57 

9. Molecule selon Tune des revendications precedentes caracteiise en ce qu*elle est 
obtenue par excision a partir d'un plasmide ou d'un chromosome, par recombinaison 
site-specifique. 

10. ADN recombinant comprenant une cassette d'expression constituee d'un gene 
5 d'interfit sous contrdle d'un promoteur et d'un terminateur transcriptionnels actifs dans 

les cellules mammiferes encadree par deux sequences permettant une recombinaison 
site-specifique, positionnees en orientation directe. 

11. ADN recombinant selon la revendication 13 caracterise en ce qu*il s'agit d'un 
plasmide replicatif comprenant : 

10 a) une origine de replication et eventuellement un gene marqueur, 

b) deux sequences permettant une recombinaison site-specifique positionnees en 
orientation directe, et, 

c) places entre lesdites sequences b), une cassette d'expression constituee d*im gene 
d'interet sous controle d'un promoteur et d'un terminateur transcriptionnels actifs dans 

15 les cellules mammiferes. 

12. ADN recombinant selon les revendications 10 et 11 caracterise en ce que les 
sequences permettant la recombinaison site-specifique sont des sequences capables de 
recombiner specifiquement en presence d'une recombinase. 

13. ADN recombinant selon la revendication 12 caracterise en ce que la recombinase 
20 est choisie parmi les recombinases de la famille de I'integrase du phage lambda et de la 

famille de la resolvase du transposon Tn^. 

14. ADN recombinant selon Tune des revendications 10 a 13 caracterise en ce que les 
sequences permettant la recombinaison site-specifique sont derivees d'un 
bacteriophage. 

25 15. ADN recombinant selon la revendication 14 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique sont constituees par les sequences 
d'attachement att d'un bacteriophage ou de sequences derivees. 

16. ADN recombinant selon la revendication 15 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique sont constituees par les sequences 
30 d'attachement du bacteriophage lambda, P22, 4>80, PI, HPl ou encore du plasmide 
pSAM2 ou 2 ou de sequences derivees. 
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17. ADN recombinant selon la revendication 16 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique comprennent tout ou partie des sequences 
SEQ ID n° 1. 2. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13 ou 14. 

18. Plasmide caracteris6 en ce qu'il comprend : 

5 (a) une origine de repUcation bacterienne et eventuellement un gene marqueur 

(b) les sequences afiP et afiE d'un bacteriophage selectionne panni les phages lambda. 
P22. O80. PI, HPl ou du plasmide pSAM2 ou 2 positionnees en orientation directe; 
et 

(c) places entre lesdites sequences, une cassette d'expression constituee d'un gene 
10 d'interet sous controle d'un promoteur et d'un terminateur transcriptionnels actifs dans 

les celltxles mammif eres. 

19. Plasmide selon la revendication 18 caracterise en ce que les sequences permettant 
la recombinaison site-specifique sont constituees par les sequences d'attachemem du 
bact^ophage lambda. 

15 20. ADN recombinant selon la revendication 14 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique sont derivees du bacteriophage PI. 

21. Plasmide caracteriseen ce qu'il comprMid : 

(a) une origine de replication bacterienne et eventuellement un gene marqueur ; 

(b) les sequences repetees inverses du bacteriophage PI (region IqxE) positionnees en 

20 orientation directe ; et, 

(c) places entre lesdites sequences (b). une cassette d'expression constituEe d'un gene 
d'interet sous controle d'un promoteur et d'un terminateur transcriptionnels actifs dans 
les cellules mammifEres. 

22. ADN recombinant selon I'une des revendications 10 a 13 caracterise en ce que les 
25 sequences permettam la recombinaison site-specifique som derivees d'un transposon. 

23. ADN recombinant selon la revendication 22 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique som constituees par des sequences de 
reconnaissance de la resolvase du transposon Tnl, Tn21 ou Tn522 ou de sequences 
derivees. 
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24. ADN recombinant selon la revendication 23 caracterise en ce que les sequences 
permettant la recombinaison site-specifique comprennent tout ou partie de la sequence 
SEQ ID n^ 15. 

25. ADN recombinant selon Tune des revendications 10 a 13 caracterise en ce que les 
5 s6quences permettant la recombinaison site-specifique sont derivees de la region par 

du plasmide RP4. 

26. ADN recombinant selon Time des revendications 10 a 25 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une s^uence capable tfinteragir specif iquement avec un ligand. 

27. Plasmide caracterise en ce qu'il comprend : 

10 a) ime origine de replication et eventuellement un gene marqueur, 

b) deux sequences permettant ime recombinaison site-specifique positionnees en 
orientation directe, et, 

c) places entre lesdites sequences b), un ou plusieurs genes d'interet et une sequence 
capable d'interagir specifiquement avec un ligand. 

15 28. Plasmide caracterise en ce qu'il comprend : 

a) une origine de replication et eventuellement un gene marqueur, 

b) deux s6quences permettant une recombinaison site-specifique positionnees en 
orientation directe, et, 

c) places entre lesdites sequences b), un ou plusieurs genes d'interet et tme sequence 
20 mrs issue du locus par de RK2, permettant de resoudre les multimeres. 

29. Plasmide caracterise en ce qu'il comprend : 

a) une origine de replication et eventuellement im gene marqueur, 

b) deux sequences permettant une recombinaison site-specifique positiormees en 
orientation directe, et, 

25 c) places entre lesdites sequences b), un ou plusieurs genes d'interet, une sequence mrs 
issue du locus par de RK2, permettant de resoudre les multimeres et ime sequence 
capable d'interagir specifiquement avec un ligand. 

30. Plasmide caracterise en ce qu'il comprend : 

a) ime origine de replication et eventuellement un gene marqueur, 
30 b) deux sequences permettant tme recombinaison site-specifique integrase-dependante 
positionnees en orientation directe et deux sequences permettant une recombinaison 
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site-specifique resolvase-dependante positionnees a cote des deux premieres et 
egalement en orientation directe, et, 

c) places entre lesdites sequences b). un ou plusieurs genes d'intertt et 6veniuellement 
une sequence capable d'interagir specif iquement avec un ligand. 

5 31. Plasmide selon les revendications 27. 29 et 30 caract6rise en ce que la sequence 
capable d'interagir specifiquement avec un Ugand est definie comme dans les 
revendications 2 a 5- 

32. Cellule recombinante contenant un plasmide selon la revendicaiion 14. 27, 29 ou 
30. 

10 33. Cellule recombinante comprenant. insere dans son genome, une ou plusieurs 
ccq>ies d'un ADN recombinant selon la revendication 10. 

34. CeUule recombinante selon la revendication 32 ou 33 caract6risee en ce qu'il s'agit 
d'une bact6rie. 

35. Cellule recombinante selon la revendication 32 ou 33 caracterisee en ce qu'il s'agit 
15 d'une cellule eucaiyote. 

36. Cellule recombinantfe selon la revendication 34 caracterisee en ce qu'il s'agit de la 
bactSrie £. <^ D1210HP. 

37. Composition pharmaceutique comprenant une molecule d'ADN au moins selon 
I'une des revendications 1 a 9. 

20 38. Procede de preparation d'une molecule d'ADN selon I'une des revendications 1 a 9 
caracterise en ce que une culture de ceUules botes contenant un ADN recombinant tel 
que defini dans la revendication 10 est mise en contact avec la recombinase permettant 
d'induire la recombinaison site-specifique m yivQ. 

39. Procede selon la revendication 38 caracterise en ce que la culture de cellules hotes 
25 est une culture de cellules selon la revendication 32. 

40. Procede selon la revendication 38 caracterise en ce que la culture de cellules botes 
est une culture de cellules selon la revendication 33. 
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41. Prcx:ede selon Tune des revendications 38 a 40 caracterise en ce que la mise en 
contact avec la recombinase est effectuee par transfection ou infection de la cxilture de 
cellules avec un plasmide ou un phage contenant le gene de la dite recombinase. 

42. Procede selon Tune des revendications 38 a 40 caracterise en ce que la mise en 
5 contact avec la recombinase est effectuee par induction de I'expression tf un gene 

codant pour la dite recombinase, fresent dans la cellule hote. 

43. Procede selon la revendication 42 caracterise en ce que la cellule hote contient, 
integree dans son genome, le gene de la recombinase ayant une expression 
thermoregulee et la mise en contact avec la recombinase est effectuee par culture a la 

10 temperature d'induction. 

44. Procede selon la revendication 43 caracterise en ce que la cellule hote utilisee 
contient un phage lysogene integre dans son genome, contenant le gene de ladite 
recombinase. 

45. Procede de preparation dune molecule d'ADN selon Tune des revendications 1 a 9 
15 caracterise en ce que une preparation de plasmide selon la revendication 11 est mise en 

contact avec la recombinase permettant d*induire la recombinaison site-speciHque in 
vitro . 

46. Procede selon la revendication 37 ou 45 caracterise en ce qu'il comprend une etape 
supplementaire de purification du minicercle. 

20 47. Procede selon la revendication 46 caracterise en ce que la purification comprend 
une etape de mise en contact d'lme solution contenant le minicercle avec im ligand 
specif ique, eventuellement greff e sur im support. 

48. Procede selon la revendication 47 caracterise en ce que la solution contenant le 
minicercle est mise en contact avec un oligonucleotide, eventuellement greffe sur un 
25 support, capable de former par hylxidation une triple-helice avec tme sequence 
specifique presente dans le minicercle. 
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